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"SOUCHE DE LEVURE PERMETTANT LA COEXPRESSION D'UNE ACTIVITE 
MONO-OXYGENASE DE CYTOCHROME P450 DE P1ANTE ET D'UNE NADPH- 
CYTOCHROME P450-REDUCTASE ENDOGENE OU HETEROLOGUE ET SON 
UTILISATION A DES FINS DE BIOCONVERSION" 
5 La presente invention concerne une souche de levure permettant 

la co-expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 
microsomal de plante et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue. 

La presente invention concerne egalement un precede de co- 
10 expression chez une levure d'une activite mono-oxygenase de cytochrome 
P450 microsomal de plante et de la NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation a des fins 
de bioconversion d'une souche de levure selon Finvention. 
15 p l us pr6cisement, la presente invention concerne un procede de 

bioconversion destine a la monoxygenation specifique, notamment a 
1'hydroxylation stereospecifique, d'un compose substrat d'un cytochrome 
. P450. 

La presente invention concerne enfin une sequence d'ADNc codant 
20 pour le cytochrome P450 catalysant 1'hydroxylase du trans-cinnamate ou 
ou CA4H dans ies tubercules de topinambour ou dans des piantules 
d' Arabidopsis thaliana . 

Les cytochromes P450 sont des proteines a activite mono-oxygenase 
qui constituent une des plus grandes superfamilles de genes connue chez 

25 les eucaryotes superieurs. lis sont capables d'oxyder une tres grande 
variete de substrats generalement hydrophobes en se servant de 
Toxygene moleculaire dissous dans le cytoplasme, ainsi que des 
equivalents reducteurs fournis par la NADPH-cytochrome P45Q-reductase. 
Ces reactions sont le plus souvent caracterisees par Pinsertion d'un atome 

30 d'oxygene dans des liaisons C-H, C=C, N=N f soit par Toxydation d'un 
heteroatome ou encore dans des cas plus rares par une reduction de 
groupes nitro ou une deshalogenation (Guengerich et Macdonald, 1990 r 
FASEB J. 4, pp 2453-2459). 

Les cytochromes P450 sont des proteines membranaires associes le 

35 plus souvent au reticulum endoplasmique, quelques formes etant 
mitochondriales. 
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Leur intervention chez l'homme et les animaux dans ies premieres 
etapes de la metabolisation de substances xenobiotique telles que les 
medicaments ou des polluants, ainsi que leur implication dans des voies 
importantes du metabolisme endogene des steroides membranaires et 
5 hormonaux, des acides biliaires, des pheromones, de la vitajnine B, des 
acides gras, des prostaglandins ont fait des cytochromes P450 un objet 
d'un vif interet (Nebert et Gonzales, 1987, Ann. Rev. Biochem. 56, pp 945- 
993). 

Les intenses efforts de recherche se sont traduits par le 
10 developpement d'un grand nombre d'outiis biochimiques, 
immunologiques et genetiques qui ont permis Tisolement d'environ 200 
sequences d'ADN (genomique ou ADNc) a ce jour. 

Par rapport au nombre rapidement croissant des sequences 
connues de nombreuses isofonnes de cytochromes P450 chez Thomme et 
15 chez les animaux, aucune sequence d'ADN d'un cytochrome P450 de plante 
avec une fonction bien definie n' a ete isolee. 

Dans le cadre de la presente invention, est revendiquee la sequence 
d'ADNc d'un cytochrome P450 vegetal, la CA4H, qui catalyse 
1'hydroxylation en position 4 du trans-cinnamate. Le produit ainsi forme 
20 est le trans-coumarate. 

D'une maniere generale, les progres de la recherche dans le 
domaine des cytochromes P450 de plantes ont ete retardes en raison de 
leur faible teneur dans les tissus vegetaux et des grandes difficultes 
auxquelles on se heurte lors de leur purification. 
25 Les oxydations de substrats endogenes dans les plantes, catalysees 

par des cyxochromes P450, comprennent des hydroxylations de composes 
aliphatiques et aromatiques, des epoxydations, des demethylations et des 
rearrangements intramoieculaires. Une quarantaine d'activites 
enzymatiques catalysees par des cytochromes P450 ont ete caracterisees 
- 30 jusqu'a present chez les vegetaux. Elles sont impliquees dans les 
metabolismes des phenylpropanoides, des terpenes, des lipides et 
participent aussi a la synthese des phytoalexines, des anthocyanes, des 
tannins, des aromes, des hormones, des sterols membranaires, des 
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alcaloldes et des cutines et suberines. Compte tenu de leur participation a 
la synthese de ce grand nombre de metabolites vegetaux dont certains 
presentent un grand interet industriel en tant qu'additifs aiimentaires ou 
pigments naturels, le clonage et la surexpression coordonnee de 
5 cytochromes P450 dans un microorganisme adapte afin d'y effectuer des 
reactions de byconversion sont d'un grand interet et tres recherches. 

II a ete egalement rapporte la dealkylation de substances 
xenobiotiques (Fonne et al M 1988, Plant ScL, 55, pp 9-20). On constate un 
net regain d'interet en agronomie pour les cytochromes P450 de plantes 
10 puisqu'ils interviennent dans les premieres etapes de la metabolisation de 
certains pesticides ou herbicides tela que le diclofop ou le chlortoluron 
(Zimmerlin et Durst, 1990, Phytochemistry, 29, pp 1729-1732, Fonne-Pfister 
et Kreuz, 1990, Phytochemistry 29, pp 2793-2797) ce qui leur confere une 
resistance selective a ces produits. La maitrise et la comprehension de leur 
15 fonction est done de premiere importance pour I'industrie agronomique. 

De part sa position cle dans le metabolisme secondaire de la plante, 
la cinnamate 4-hydroxylase a P450, qui est le point de depart commun a la 
synthese d'un nombre tres important de voies metaboliques, dont les 
produits finals ont des roles cruciaux soit comme support structural de la 
20 cellule (lignines, phenols de la paroi), soit comme support a la protection 
superficielle (suberines), soit comme substance de defense de la cellule 
vegetale cdntre des agents pathogenes (flavonoides, isoflavonoides, 
stilbenes, acides phenoliques, tannins), soit comme filtres de 
rayonnement UV. Outre ces fonctions vitales, un certain nombre de 
25 composes issus de ces voies metaboliques sont tres recherches dans 
1'industrie alimentaire comme arome ou colorant naturels. Pour exemple, 
on peut citer la vanilline, dont la premiere etape de la biosynthese dans la 
gousse de Vanilla planifolia est la transformation du trans-cinnamate en 
trans-coumarate. Le marche mondial de la vanilline est actuellement 
30 estime a 5 000 tonnes/an. 

II a ete decrit dans la litterature ^expression dans une levure d'un 
cytochrome P450 de mammifere (rat, boeuf) et de NADPH-cytochrome P450 
reductase endogene ou de rat sur des vecteurs non-integratifs. 

Ni la possibility d'expression, transport et maturation de proteines 
35 membranaires d'origine vegetale dans un contexte cellulaire de levure, ni 
la fonctionnalite d*im couplage entre cytochrome P450 de plante et 
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NADPH-P450 reductase de levure n'ont pu etre etablies avant la presente 
invention. 

La presente invention a pour objet une souche de .levure 
permettant la co-expression d'une activite mono-oxygenase de 
5 cytochrome P450 de plante et d'une NADPH-cy to chrome P450-reductase 
endogene ou heterologue, caracterisee en ce que Tun des genes de la 
NADPH-cytochrome P450-reductase ou du cytochrome P450 est integre 
dans le chromosome de ladite souche, et, la souche est transformee par un 
vecteur portant une cassette d'expression de l'autre gene. 
10 Ledit vecteur peut etre un vecteur d'integration ou non. 

Lorsque ledit vecteur est un vecteur d'integration dans le 
chromosome de la souche, les deux genes se trouvent done en fait integres 
dans le genome de la souche. 

La presente invention a done en particulier pour objet une souche 
15 de levure permettant la co-expression de 1'activite mono-oxygenase de 
cytochrome P450 de plante et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue, caracterisee en ce que le gene de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase est integre dans le genome chromosomique de 
ladite souche et la souche est transformee par un vecteur portant une 
20 cassette d'expression du gene de cytochrome P450 de plante. 

On utilisera, de preference, un gene de cytochrome P450 
microsomal. 

On entend ici par "microsomal" les fractions de membranes 
intracellulars, notamment du reticulum endoplasmique, rugueux ou 
25 lisse, de 1'appareil Golgi. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit vecteur n'est pas un 
vecteur d'integration mais un vecteur replicatif, notamment plasmidique. 

Dans la presente demande de brevet, on entend par 41 gene 
heterologue" un gene provenant d'un organisme autre qu'une levure. 
30 De preference, le gene du cytochrome P450 est integre dans le 

chromosome d'une souche. De preference encore, les deux genes de 
cytochrome P450 et respectivement de NADPH-cy tochrome-P450 sont 
integres dans le genome chromosomique de la souche. 

On cite plus particulierement co mm e cytochrome P450 microsomal 
35 selon Pinvention la proteine catalysant l'hydroxylase du trans- 
cinnamate, encore appelee proline CA4H, notamment provenant des 
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tubercules de topinambour Heliantus tuberosum ou de jeunes plantules 
d'Arabidopsis thaliana . 

De fagon appropriee, ledit gene dudit cytochrome P450 est la 
sequence d'ADNc codant pour ledit cytochrome P450. 
5 Ledit gene dudit cytochrome P450 peut etre un gene hybride. 

On entendu par "gene hybride" un gene pouvant resulter de 
recombinaisons homologues entre deux genes de cytochrome P450 
d'origines differentes, notamment d'organismes differents, ou pouvant 
resulter de fusions de parties de genes de cytochrome P450 d'origines 
10 differentes/ notamment d'organismes differents, l'un au moins etant 
toutefbis d'origine vegetale. 

En particulier on cite la sequence d'ADNc codant pour la GA4H telle 
que representee a la figure 1. 

Dans un mode de realisation particulier, la NADPH-cytochrome 
15 P450-reductase est la NADPH-cytochrome P450-reductase endogene de 
levure. 

Dans un autre mode de realisation, ledit gene de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase consiste dans la sequence d'ADNc codant pour 
la NADPH-cytochrome P450-reductase heterologue. 

20 Le clonage de genes de NADPH-cytochrome P450-reductase 

heterologues, en particulier de plantes, a ete decrit dans la demande de 
brevet franoais n° 92 04491 et la demande de brevet PCT/FR93/00367, au 
2nd International Symposium on Cytochrome P450 of Microorganisms and 
Plants de Tokyo - 13-17 Juin 1993, dans la communication "Yeast as a 

25 Cloning and Expression Host for Plant P450s and Reductases" de Denis 
Pompon, C, Mignotte, S. Regnier, P. Urban, G. Truan, et M. Kazmaier. 

Ce procede performant de clonage d'une sequence d'ADN codant 
pour une NADPH-Cytochrome P45 Reductase de plantes comporte les etapes 
suivantes : 

30 1- On soumet une souche de levure transformee avec des plasmides 

d'une banque d'ADNc total de ladite plant e, et ayant un 
phenotype de deficience en activity NADPH-Cytochrome P450 
Reductase endogene, a un traitement avec un inhibiteur de 
cytochrome P450 d, notamment le ketoconazole, a une dose qui 

35 rend 16thale l'absence d'activite NADPH-Cytochrome P450 

Reductase endogene, a savoir 10 & 50 jig/ml de milieu de culture, 
puis 
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2- On recupere les clones sun/ivants et on en extrait les plasmides 
permettant ^expression d'une activite NADPH-Cytochrorne P450 
Reductase qui correspond a la NADPH-Cytochrome P450 de ladite 
plante. 

5 On peut citer en particulier, de fagon appropriee, comme gene de 

NADPH-cytochrome P450-reductase, les genes d'origine vegetale, 
notamment les genes de NADPH-cytochrome P450-reductase d' Arabidoosis 
thaliana ou de topinambour Helianthus tuberosus. 

Les sequences d'ADNc codant pour ces genes d'origine vegetale ont 
10 ete representees dans les demandes de brevet francais n°92 04491 et 

PCT/FR n° 93/00367. Les sequences ATR1 ( Helianthus tuberosus ) et ATR2 
(Arabidoosis thaliana ) ont ete introduces dans la banque EMBL sous les 
references suivantes : 
Pour ATR1 : 
15 Accession number Y66016 

Identification number ATATR1G; 
Pour ATR2 : 

Accession number X66017 
Identification number ATATR2M. 
20 Dans un mode de realisation particulier, lorsque le gene de NADPH- 

cytochrome P450-reductase est heterologue il est du meme genre et de la 
meme espece que le cytochrome P450 heterologue. 

De mani^re a obtenir une integration la plus stable possible, de 
preference le(s) gene(s) de la NADPH-cytochrome P450-reductase et/ou du 
25 cytochrome P450 est (ou sont) integre(s) dans le locus de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase endogene sur drague allele du chromosome. 

Selon Tinvention, la souche de levure peut etre choisie notamment 
parmi les genres Saccharomyces , Hansenula, Kluyveroniyces , Fjchia et 
Yarrowia . 

30 On cite plus particulierement les levures du genre Saccharomvces 

cerevisiae. 

Avantageusement, pour permettre une bonne modulation et une 
regulation de Pexpression du cytochrome P-450 dans ledit vecteur, le gene 
de cytochrome P450 est mis sous le controle d'un promoteur inductible. 
35 Dans un mode de realisation particulier, on a utilise le vecteur 

pYEDP60 decrit ci-apres. 
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Avantageusement egalement, on a remplace le promoteur naturel 
de la NADPH-cytochrome P450-reductase, laquelle a ete mise sous le 
controle d'un promoteur heterologue inducrible. 

Avantageusement encore, le gene de NADPH-cytochrome P450- 
5 reductase et le gene de cytochrome P450 sont places sous le controle d'un 
meme promoteur inductible, en particulier, le promoteur GAL10 CYC1 
inductible en milieu galactose. 

Dans un mode de realisation particulier, ladite souche est obtenue a 
partir de la souche PES 1-3-U deposee a la Collectibn Nationale de Cultures 
10 de Microorganismes (CNCM) sous le n" 1-1187. Cette souche a ete decrite 
dans les demandes de brevet frangais n° 92 04491 et PCT/FR n° 93/00367. 

Cette souche exprime, lorsqu'elle est utilisee sur un milieu, 
contenant du galactose, un niveau de NADPH-cytochrome P450-reductase 
qui est 20 a 30 fois superieur au niveau present dans la souche parentale 
15 comportant le promoteur naturel. A Finverse, en l'absence de galactose, le 
niveau de reductase present est extremement faible, en fait indetectable, 
c'est-a-dire au moins 100 fois inferieur au niveau present dans la souche 
parentale. 

Des niveaux d'expression intermediates entre ces deux extremes 
20 sont possibles en utilisant des durees limitees d'induction par le galactose 
(0 a 12 heures). 

Dans Texemple de realisation detaille qui va suivre ladite souche est 
la souche WRCA obtenue par transformation de la souche PES 1-3-U par le 
vecteur pCA4H/YeDP60. 

25 De preference, pour obtenir les taux d'expression maximum, la 

souche co-exprime la NADPH-cytochrome P450-reductase et le c>aochrome 
P450 dans un rapport molaire NADPH-cytochrome P450- 
reductase/cytochrome P450 optimum entre 1/3 et 1/10, hotamment 1/5. - 

La variation des taux d'expression respectifs peut etre obtenue en 

30 variant le nombre de copies des genes respectifs et/ou en employant des 
promoteurs differents et plus ou moins forts et/ou en decalant le temps 
d'induction des promoteur^ respectifs. 

Dans le but d'obtenir de grandes quantites d'une molecule d'interet 
industriel par un precede de bioconversion, le choix du microorganisme le 

35 mieux adapte pour T expression du complexe cytochrome P450/P450 
reductase est primordial. A cet egard, selon la presente invention, on 
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utilise la levure Saccharomvces cereviae. recombinee dans Poptique de 
conferer au P450 heterologue un environnement optimal pour 
Pexpression efficace de son activite. 

Selon la presente invention, une attention paniculiere a ete portee 
5 a la co-expression a un haut niveau de la CA4H et de la P450 reductase 
associee. La P450 reductase ayant un cycle catalyti que plus rapide que les 
cytochromes P450, il est important de respecter un rapport molaire 
particulier essentiel au bon fonctionnement dans la levure. En effet, un 
rapport molaire reductase/P450 heterologue trop bas conduit a une faible 

10 activite specifique du fait du defaut en reductase- Un rapport molaire 
reductase/P450 heterologue trop eleve conduit & la destruction d'une 
fraction importante du P450 du fait du fort accroissement de cycles 
abortifs . C'est pourquoi, afin de respecter au mieux un rapport molaire 
optimal reductase/P450 on a utilise, selon Pinvention, une levure 

15 recombinante chez laquelle le promoteur naturel du gene endogene de la 
P450 reductase a ete remplace par le promoteur inductible GAL10/CYC1. 
Puisque la sequence de la C4AH sur plasmide est sous controle du meme 
promoteur on peut raisonnablement admettre que le rapport molaire final 
est donne par le nombre de copies du plasmide par rapport & la copie 

20 simple du gene de la reductase. 

Selon la presente invention, on a construit une souche 
recombinante de levure qui assure un niveau optimal pour Pexpression du 
premier cytochrome P450 de plante k fonction connue. Plus precisement, 
pour un niveau d' expression comparable k celui trouv6 dans la litterature 

25 de 100 picomoles par mg de proteines microsomales, Tactivite specifique 
est de Pordre de 400 min-1, la valeur la plus elevee jamais mesuree pour 
un cytochrome P450 microsomal. Cette activite reste de surcroit stable dans 
le temps. En particulier, selon la presente invention on decrit done une 
souche recombinante de levure qui sur les criteres de productivite est tout 

30 a fait adaptee a la byconversion du trans-cinnamate en tr-coumarate par 
la CA4H de topinambour. 

La presente invention fournit done egalement un procede de co- 
expression chez une levure de Pactivite mono-oxygenase de cytochrome 
P450 microsomal de plante, caracterise en ce qu'on cultive dans un milieu 

35 de culture approprie . une souche selon Pinvention. 

La presente invention a egalement pour objet Putilisation a des 
fins de bioconversion d'une souche de levure selon Pinvention. 
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La presente invention a, en particulier, pour objet un procede de 
bioconversion destine a la monoxydation specifique d'un compose substrat 
d'un cytochrome P450, caracterise en ce qu'on convertit un milieu 
contenant ledit compose ou un precurseur avec Tune des souches selon 
5 1'invention exprimant l'activite monoxygenase dudit cytochrome P450 et 
en ce qu'on recupere le produit monoxygene. 

De preference, on utilise comme milieu de conversion le milieu de 
culture de la souche. Neanmoins, il est possible de prevoir, lorsque la 
masse de levure initialement cultivee est suffisante, d'effectuer la 
10 conversion dans un milieu qui n'est pas un milieu de culture. 

En general, le substrat est contenu dans le milieu, il rentre dans les 
cellules ou il est convertit, puis est relargue dans le milieu. Toutefois, dans 
certains cas, le milieu peut contenir uniquement un precurseur du 
substrat, le substrat n'apparaissant qu'a Pimerieur apres transformation 
15 du precurseur. 

La mono-oxydation peut etre, par exemple, une hydroxylation 
stereospecifique, notamment lorsque le cytochrome P450 est la CA4H, 
auquel cas le compose substrat est le trans-cinnamate et on recupere le 
trans-coumarate. 

20 Enfin, la presente invention a aussi pour objet les sequences 

d'ADNc codant respectivement pour le cytochrome P450 CA4H 
d'Arabido psis thaliana et le cytochrome P450 CA4H d' Helianthus tuberosus. 
notamment les sequences d'ADNc telles que representees aux figures 1 et 
12 ou les sequences d'ADNc s'hybridant dans des conditions faiblement 

25 stringentes & 50°C et/ou presentant au moins 60 % d'homologie avec Tune 
des sequences precedemment decrites, ou les memes sequences 
reformatees ne comprenant que la phase de lecture ouverte. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaillee du(des) mode(s) de 

30 realisation qui va suivre, illustree par les dessins annexes sur lesquels : 

- la figure 1 represente l'ADNc du gene de cytochrome P450 de 
topinambour Helianthus tuberosus CA4H, 

- la figure 2 represente le schema de clonage de l'ADNc reformate 
ne comprenant que la phase de lecture ouverte de la CA4H de topinambour 

35 dans le vecteur de lecure pYED P60, 
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- la figure 3 represente, schematisee, la souche de lecure WRCA 
surexprimant simultanement en milieu galactose une CA4H exogene et la 
NADPH-cytochrome P450-reductase endogene (ci-apres abrege par "P450- 
reductase"), 

5 - la figure 4 represente le spectre de difference d'absorption en 

presence de monoxyde de carbone d'une fraction microsomale de souche 
WRCA, 

- la figure 5 represente le spectre de perburbation de type I suite a 
1'ajout de Tacide trans-cinnamique aux microsomes a partir de la culture 

10 induite de la souche WRCA, 

- la figure 6 represente un chromatogramme de detection du trans- 
cinnamate apres conversion du trans-cinnamate par une culture de WRCA 
en milieu galactose, 

- la figure 7 represente la variation de l'amplitude d'absorption 
15 dans un spectre de perturbation de type I en fonction du trans-cinnamate 

ajoute en quantites croissantes a des microsomes oxydes issus d'une 
culture induite de la souche WRCA, 

- la figure 8 represente l'efficacite de couplage entre la NADPH 
P450-reductase de levure et la CA4H de topinambour dans les microsomes 

20 de la souche WRCA, 

- la figure 9 montre une representation selon Lineweaver-Burk 
dormant Tinverse des activites CA4H mesurees en fonction de i'inverse de 
la concentration de trans-cinnamate ajoute permettant la determination 
de la vitesse maximale de conversion de la CA4H dans les microsomes de 

25 levure ainsi que le Km, 

- la figure 10 represente la cinetique de formation de p-coumarate 
sur des microsomes de WRCA, 

- la figure 1 1 represente la cinetique de formation de p-coumarate a 
partir du trans-cinnamate sur cellules entieres contenant la CA4H de 

30 topinambour, 

- la figure 12 represente 1'ADNc complet du gene de la CA4H 
d'Arabidopsis thaliana. 

- les figures 13 A, 13B et 13 C representent respectivement les 3 
etapes (A, B, C) necessaires k la construction du vecteur integratif 

35 . pYEDPHO. A la figure 13A est illustree Tamplification par PCR des regions 
5' et 3* non-codantes qui bordent la phase ouverte de lecture du locus 
genomique de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure. Sont 
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illustres egalement les sites de restriction creees en bordure des 
fragments amplifies. En figure 13B est montre ie remplacement du 
terminateur PGK par la region 3' non-codante d'un geme de la NADPH 
cytochrome P450 reductase de la levure dans le vecteur pYEDP51. En 
5 figure 13C est montre le remplacement de l'origine de replication 2 
microns de levure par la region 5' non-codante du gene de la NADPH 
cytochrome P450 reductase de la levure dans le vecteur pYEDPlOO. Le 
vecteur integratif ainsi obtenu est nomme "pYEDPHO", 

- la figure 14 represente la structure physique du locus Yred dans 
10 les differentes souches, 

- la figure 15 represente un tableau recapitulatif dans lequel sont 
rapportees les resistances des differentes souches au ketoconazole, les 
activites NADPH cytochrome P450 reductase mesurees (en nmoles cyte 
reduit/min/mg de proteines microsomales) sur des preparations de 

15 microsomes, ainsi que l'aptitude k effectuer la conversion du tr-cinnamate 
en coumarate. ^appreciation +++ indique que la reaction de 
bioconversionest complete en 30 minutes, 

- les figures 16A a 16D representee des separations en HPLC des 
metabolites obtenues apres I'incubation des souches Cll, C21, C100 et 21/21 

20 en presence de 10 jiM de tr-cinnamate. Le paracetamol present sur les 
chromatogrammes est ajoute dans les echantillons analyses comme 
controle interne de Tefficacite d'extraction. 
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ISOLEMENT d'ADNe CQDANT POUR DES P YTQCHROKfES P4SO nil 
TYPE COUMARATE 4- HYP ROX YIAS E fR C . 1.14.111) D'ORIGINE 
VEGETALE 

L1 > Isolement cie TADNc du C ytochrome P4S0 ratalvsant 
rhydroxvlation du tr-cinn amate dans les tubercules de 
topinambour (CA4 H = cinnamate 4-hvdroxvlase.ECl. 14,13.1 >. 
La procedure de clonage de la CA4H met en oeuvre 
des mdthodes classiques de la biologie moldculaire connues 
de l'homme de l'art, Le protocole de purification/ ainsi 
10 que l'obtention d'un anticorps anti-CA4H specif ique k 

l l aide de la protdine purifiee, est demerit dans la litte- 
rature scientifique (Gabriac et- al. Archives of 
Biochemistry and Biophysics, 1991, Vol 288, pp 302-309) 
et n'est pas repris en detail ici. Brievement, des tran- 
15 ches de tubercules de topinambour, incubds dans un milieu 
contenant du manganese pour induire la synthese de 1" acti- 
vity enzymatique de la CA4H, constitue le matdriel de de- 
part pour la preparation de la fraction microsomale. II . 
suit une premiere <§tape d 1 enrichissement en CA4H par une 
20 partition de phases en triton X-114, et deux stapes de 

chromatographic sur DEAE-Trisacryl et sur Hydroxylapatite . 
La protdine ainsi purifiee, qui montre un poids moldcu- 
laire apparent de 57KD en gel SDS -Ac ryl amide , a <§te" utilise^ 
pour la fabrication d 1 anticorps polyclonaux. Ces anti- 
25 corps re"agissent de maniere selective avec un polypeptide 
de 57 KD en Western blot et inhibent aussi fortement 
1* activity CA4H dans des microsomes de differentes es- 
peces. v^gdtales. Leur utilisation pour cribler une bangue 
d'ADNe de topinambour dans le phage lambda gt11 f obtenue 
30 £ partir de tubercules induits pour la surexpression de la 
CA4H, a permis d'isoler un fragment d'ADNe de 1130 bp 
pre^sentant des sequences caractdristiques de cytochromes 
P450 bactdriens, fongiques ou animaux. Ce fragment a e*te 
ensuite utilise comme sonde pour cribler une deuxieme 
35 banque d'ADNe de topinambour dans le phage lambda gtIO 

construite par amorgage k"l*oligodT. Ceci a permis d'iso- 
ler un clone de 1608 bp qui presente toutes les sequences 
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caracteristiques d'un P450 et la sequence complete est 
montre en figure 1 . Cet ADNc peut etre identif ie coxnme. 
etant celui de la CA4H de topinambour pour 1 es raisons 
suivantes : a) les pH iso£lectriques de la prot£ine pu- 
5 rifiee et celui calcule du polypeptide issu de l'ADNc, 
sont tous deux vo is ins de pH 9,0 b) l'anticorps anti- 
CA4H reconnait dans la banque d 1 expression un polypeptide 
de fusion presentant des sequences caracteristiques de 
P450 c) la partie 5 1 terminale du polypeptide d£duit de 

10 I'ADNc isole par criblage immunologique avec un anticorps 
specifique anti-CA4H est totalement identique a la se- 
quence N-terminale de la CA4H purifi^e. 

Nous disposons done de la premiere sequence nucleo- 
tidique codant pour un cytochrome P450 d'origine vegetale 

15 de fonction connue, determinde £ ce jour. 

1.2) Isolement de I'A DNc du cytochrome P450 catalvsant 
rhvdroxvlation du tr-cinnamate dans des ieunes plan rules 
d'Arabidopsis thaliana. 
20 La faisabilite de i'isolment d'un ADNc codant pour la CA4H dans 

une banque d'ADNc totale d'une autre espece vegetale, et plus 
particulierement dans une banque d'ADNc totale faite a partir de jeunes 
plantules d'Arabidopsis thaliana, en utilisant la region codante de la CA4H 
topinambour comme sonde pour une cross-hybridation inter-especes, se 
25 fonde sur deux hypotheses: 

a) les ADNc codant pour une proteine a fonction 
identique sont suffisamment conserves dans le regne vegetal pour 
pennettre leur detection par cross-hybridation inter-especes & stringence 
reduite; 

30 b) la CA4H etant un cytochrome P450 ubiquitaire dans le 

regie vegetal, dont les produites finals de metabolisation ont des roles 
cruciaux pour la plante emigre (support structural des cellules, protection 
superficielle, defense contre les pathogenes, protection contre les 
rayonnements UV), les ADNc codant pour cette enzyme doivent etre 

35 enrichis dans une banque d'ADNc faite a partir de jeunes plantules en 
pieine phase de croissance. 
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Comme materiel de depart pour le clonage inter-espece par 
cross-hybridation, on a choisi une banque d'ADNc d'Arabidopsis thaliana 
faite a partir de jeunes plantules au stade deux feuilles, bien connue e 
rhomme de metier, et publiee dans la litterature scientifique (MINET et aL, 
1992, Plant 2, pp 417-422). La complexity de cette banque a ete estimee k 
2,5 10 6 de clones independants. 

100 000 clones du stock original glycerole de cette banque d'ADNc ont ete 
etales sur 20 boites petri (12 cm x 12 cm) LB/ampicilline a raison de 500 
clones/boite. Apres 8 heures d'incubation a 37°C, les colonies 
bacteriennes sont transferees sur membrane Hybond N (Amersham) selon 
les methodes classiques preconisees par le fabricant. La prehybridation, 
ainsi que l'hybridation ont ete conduits en conditions standard bien 
connues de rhomme du metier, mais a une temperature de 55 C C pour tenir 
compte de 1'utilisation d'une sonde heterologue. 200 ng de I'ADNc de la 
15 CA4H topinambour decrit sous 1.1 ont ete marques au 32P en se servant du 
random priming kit fourni par Biolabs et 108 cmp sont utilises lors des 
hybidations. 12 clones montrant un signal d'hybridation lors du premier 
tour de criblage ont ete ensuite soumis a 2 cycles ^amplification, resultant 
en deux clones independants, pATCA4H2 et pATCA4H9, a tres fort signal 
20 d'hybridation. Le clone pATCA4H2 possede un insert vegetal d'environ 
1,8 kb, compatible avec un ADNc complet codant pour un cytochrome P450. 
Cet insert a ete ensuite sous-clone dans le vecteur de sequence pKSII 
fourni par Stratagene. La sequence eniere de 1'insert a ete lue sur les deux 
brins par la creation de deletions progressives utilaterales k Texonuclease 
25 III en suivant les conditions standard decrites dans la litterature 
scientifique. Pour le sequengage de TADN double-brin, le T7 polymerase 
Sequencing Kit fourni par Pharmacia a ete utilise selonles conditions 
preconisees. La sequence de 1 735 bp contient une phase ouverte de 
lecture de 505 acides amines, qui presente 85,9% d'homoiogie avec la 
sequence de la CA4H de topinambour. On a ainsi identifie la sequence 
d'ADNc codant pour la cinnamate 4-hydroxylase a cytochrome P450 d'une 
source vegetale differente par cross-hybridation inter-especes. La 
sequence entiere est montree en figure 12. 



30 
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CLONAGE DANS 


DES 


VECTEURS D'EXPRFSRTON RFPT TCATIFS OIT 


INTEGRATTFS 


DE 


SACCHAROMYCES CFREVISIAF D'AIlNr 


CODANT POUR 


DES 


.CYTOCHROMES P4S0 VEGETAUX FT nP 



CYTOCHRO ME P45Q REDUCTASE VEGETAUX 



Afin de pouvoir coexprimer de fagon tres efficace I'activite de 
cytochrome P450 vegetaux chez Saccharomyces cerevisiae, les outiis 
suivants ont ete mis en oeuvre : 

- la souche haploide de Saccharomyces cerevisiae PES 1-3 U. Cette 
10 souche est totalement isogenique a la souche parentale W 303. IB, a 

l'exception du promoteur naturel du gene endogene de la P450 reductase, 
qui a ete avantagetisement remplace par le promoteur inductible 
GAL10/CYC1. De cette fagon, la souche PES 1-3U surproduit sa propre P450 
reductase lorsqu'elle est cultivee en milieu galactose. Son obtention et sa 
15 description detaillee fait Tobjet d'une demande de brevet PCT/PR 91 08884 
et est egalement publiee dans la litterature scientifique (TRUAN et al M 
1993, Gene 125, pp. 49-55); 

- le vecteur replicatif chez Saccharomyces cerevisiae pYEDP 60. Ce 
vecteur permet Texpression sous le controle du promoteur inductible 

20 GAL10-CYC1 d'ADN heterologues dans la levure. La construction de pYEDP 
60 a ete decrite dans la litterature scientifique (URBAN, CULUNET, 
POMPOM, 1990, Biochimie, 72, pp. 463-472) et une description schematique 
est montree en figure 3; 

- le vecteur integratif chez Saccharomyces cerevisiae pYEDP 100. Sa 
25 construction se fait en deux etapes qui seront reprises plus en detail ici : 

Etape 1 : l'amplification par PCR des regions 5* et 3' flanquantes du 
gene de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure, qui serviront de 
bornes de recombinaison homologue lors de rintegration ciblee. 
Comme matrice, on utilise le plasmide pGPl qui est caracterise par 

30 insertion d J un fragment Hind in d'environ 9 kbp de 1'ADN genomique de 
levure contenant le gene de la NADPH cytochrome P450 reductase de 
levure, dans le vecteur pUC 19. Les oligonucleotides servant d'amorces 
pour Tamplification par PCR ont ete concus de fagon a ce que les 
fragments d'ADN amplifies soient bordes par des sites de restrictions utiles 

35 lors de futres sous-clonages. Pour plus d'aisance, les fragments de PCR a 
bouts francs sont d'abod sous-clones dans le vecteur pUC19, avant de 
recuperer les fragments d'ADN aux bouts compatibles par digestion 
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enzymatique de TADN circulaire. Plus precisement, on recupere la partie 
5* (638 bp en amont de l'ATG d'initiation) non codante sous forme de 
fragment Bgl II-Hind III, la partie 3' non-codante (410 bp en aval du TAA 
contenant le terminateur YRed) sous forme de fragment EcoRI-Pvu II. 
5 L' etape 1 est schematiquement illustree en Figure 13 A. 

Etape 2 : Sous-clonage du fragment EcoRI-PvuII dans le vecteur 
d* expression pYEDP51. 

Le vecteur pYEDPSl (figure 13B) est un precurseur du vecteur publie 
pYEDP60, auquel manque le marqueur genetique ADE2. La double digestion 

10 par EcoRI et PvuII resulte en un fragment d'ADN lineaire de XXXX bp 
correspondant au vecteur pYEDPS 1 auquel ont ete enleves une partie des 
sites uniques de clonage (Smal et Sad), le terminateur PGK ainsi qu'une 
partie des sequences de pUC entre le terminateur et le site PvuII. Apres 
purification sur gel d'agarose, le vecteur est recircularise par ligation en 

15 presence du fragment EcoRI- PvuII. Le vecteur pYEDPlOO ainsi construit 
est caracterise en ce que le terminateur PGK a ete remplace par 410 bp de 
la region 3' non-codante du gene de la NADPH cytochrome P450 reductase 
de levure contenant son terminateur. 

Etape 3 : Sous-clonage du fragment Bgl II-HindIII dans le vecteur 

20 d'expression pYEDP 100. 

La double digestion par Bgl II et Hindlll du vecteur pYEDPlOO resulte en 
trois fragments lin^aires de 4 561 respectivement M bp. Le fragment de 
4 561 bp correspond au vecteur pYEDPlOO, hormis l'origine de replication 
autonome de la levure, qui a ete excise lors de la double digestion. Ce 

25 fragment lineaire est recircularise par ligation en presence du fragment 
Bgl II-HindIII, comprenant 638 bp de la region non-codante du gene de la 
NADPH cytochrome P450 reductase en amont du promoteur. Le vecteur 
pYEDPHO de 5 200 bp ainsi construit (voir figure 13C) peut etre propage 
chez E coli grace a l'origine de replication bacterien, par centre il ne 

30 peut plus se repliquer chez la levure. De plus, lors d'une digestion NotI 
(deux sites crees par PCR) du vecteur pYEDPHO libere un fragment d'ADN 
borde de regions 5' et 3 1 non-codantes du gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure, qui serviront de bornes de recombinaison pour 
recombinaison homologue. Entre ces deux regions d'homologie se 

35 trouvent le marqueur genetique URA 3 et le promoteur GAL10/CYC1 sivi de 
sites de restriction uniques, utiles lors du clonage des sequences 
heterologues a exprimer. 
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Les 4 ADNc vegetaux pris en consideration pour ie sous-clonage dans les 
vecteurs d'expression de levure pYEDP60 et pYEDPHO en vue de la 
coexpression d'une activite cytochrome P450 vegetale dans 
Saccharomyces cerevisiae sont : 
5 - CA4H de topinambour 

- CA4H d'Arabidopsis thaliana 

La sequence entiere de ces deux ADNc est donnee dans les figures 1 et 12 : 

" ATR1 

- ATR2 

10 Ce sont deux ADNc codant pour deux NADPH cytochrome P450 reductase 
isoles par complementation fonctionnelle dans une banque d'Arabidonsis 
thaliana bien decrite dans la litterature scientifique (MINET et al. t 1992, 
Plant J. 2, pp. 417r422). Leur obtention et leur caracterisation sont decrites 
dans la demande de brevet en France n° 92 04491. 

15 Le sous-clonage des phases de lectures ouvertes, a Texception des 
sequences non-codantes, afin de donner le meilleur environnement pour 
la transcription efficace, se faisant de maniere identique pour les deux 
vecteurs en question, on ne reprend ici en detail que le clonage de la 
CA41 1 de topinambour dans le vecteur pYEDP60, illustre en figure 2. 

20 La mdthode de clonage schematised en figure 2 fait 

appel k une dtape d 1 amplification par PCR, qui par un 
choix judicieux des oligonucleotides servant d' amorces 
pour la PCR, rdsulte en 1 ■ amplification selective de la 
region codante de la CA4H, ddbarrasse l'ADNc amplifi^ des 

25 bordures 5' et 3 1 non-codantes et introduit egalement des 
sites de restriction convenables pour la suite du sous- 
clonage* Apr^s un passage du fragment d f ADNc amplifie 
poss^dant des bouts francs dans pUC 19 digdre* par Smal , 
le piasmide pCA4H ainsi obtenu est ensuite digdre* par des 

30 enzymes de restriction addquats f lanquant le fragment 

d'ADNc, qui ont (§te* prdalablement introduit s par PCR* Le 
vecteur de levure pYEDP6 0 est ensuite digdrd au niveau 
du site de multiclonage situdentre le promoteur GAL1 0/ 
CYC1 et le terminateur PGK de fagon £ g£n£rer un vecteur 

35 lindaxre comprenant des bouts compatibles avec le frag- 
ment d' ADNc contenant la region codante de la CA4H. Puis 
on procfede £ la recircularisation dans un milieu reaction- 
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nel comprenant le vecteur linearise , le fragment d 1 ADNc 
contenant la CA4H et de la ligase. Le vecteur recircula- 
rise ainsi obtenu contient les sequences necessaires & la 
propagation chez E . coli (origine de replication et le 
gene bla conf£rant la resistance a 1 1 ampicilline chez 
E. coli), a la propagation chez S. cer (origine de repli^ 
cation chez S. cer et les genes URA3 et ADE2 permettant 
de complementer les auxotrophies de la souche hote) , ainsi 
que les signaux de regulation permettant 1' induction de 
1' expression de 1'ADNc codant pour la CA4H en milieu ga- 
lactose (figure 2). Toutes les methodes utilisees afin 
de realiser ce clonage sont des methodes standard et bien 
decrites dans des livres de reference (Sambrook, Fritsch 
and Maniatis, 1989, Molecular Cloning, 2 £d., CSH Labora- 
tory Press) . La construction du vecteur de levure 
pYEDP 60 a ete ddcrit dans la literature (Urban, Cullin 
et Pompon, 1990, Biochimie, 72, pp 463-472). 

Les vecteurs ainsi obtenus sont : 

20 - • pYEDP60/CA4H (CA4H topinambour) 

- pYEDP60/CA4HAT (CA4H d'Arabidopsis) 

- pYEDP60/ATRl 

- pYEDP60/ATR2 

- pYEDP110/CA4H 
25 - pYEDP110/CA4HAT 

- pYEDPllO/ATRl 

- p YEDP 1 1 0/ ATR2 

III) CONSTRUCTION D'UN ENSEMBLE DE SOUCHES EXPRIMANT 
30 EXCLUSTVEMENT LES ACTIVITES CA4H OU NADPH 

CYTOCHROME P450 REDUCTASE D'ORIGINE VEGETALE 

Les vecteurs pYEDP110/CA4H, pYEDPllO/ATRl, pYEDP110/ATR2 
sont soumis a une digestion exhaustive par NotL Le melange de digestion 
35 est ensuite precipite et utilise sans-aucun traitement pour la 
transformation de la souche W303. IB. En effet, seul le fragment portant 
les sequences heterologues derriere le promoteur GAL10/CYC1 peut 
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conferer a la souche transformee un phenotype Ura 3+ apres interation 
de la cassette d'expression dans le locus de la NADPH cytochrome P450 
reductase de levure en se servant des bordures 5' et 3' non-codantes pour 
la recombinaison homologue. La persistance d'une petite fraction de 
5 vecteur non-digere non decelable en gel d'agarose ne peut pas conduire a 
un phenotype ura+, le vecteur pYEDPllO n'etant plus capable de se 
propager chez la levure en 1'absence de 1'origine 2 ^ (voir figure 13C). 
Ainsi, on procede par recombinaison homologue au remplacement du 
gene endogene de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure par la 
10 cassette d'expression portant le gene heterologue d'interet. 

Le melange de transformation est etale sur des boites ura-, les 
clones capables de pousser en Pabsence d'uracile sont ensuite analyses 
par southern-blot genomique pour verifier s'il y a bien eu Tinttegration 
des sequences heteroiogues au bon endroit. Un deuxieme controle de 
15 Tevenement d'integration consiste dans la mesure de la resistance des 
souches recombinantes au ketoconazole, un antifongique inhibiteur du 
cytochrome P450 C14-demethylase de la levure. En effet, il a ete montre 
que la perte dii gene de la NADPH cytochrome P450 reductase induit le 
phenotype d'hypersensibilite au ketoconazole (Sutter et Loper, 1989, 
20 Biochem. Biophys. Res. Comm., 160, pp. 1257-1266). Le tableau 1 illustre 
bien que, lorsque le gene de la CA4H de topinambour a 6te integre en lieu 
et place de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure, la souche 
WCA41 devient hypersensible au ketoconazole. Par contre, les souches 
WAT11 et WAT21, ayant acquis les ADNc d'ATRl (WAT11) ou d'ATR2 
25 (WAT21) par recombinaison homologue sont resistants au ketoconazole, 
mais a un degre moindre que la souche parentale W303. IB, ce qui reflete 
le couplage moins efficace des NADPH cytochrome P450 reductases 
vegetales avec le cytochrome P450 de la levure par rapport a la NADPH 
cytochrome p450 reductase endogene. Ce phenotype de resistance au 
30 ketoconazole est induit en milieu galactose, ce qui prouve bien que la 
resistance est due a Pactivite de la NADPH cytochrome P450 reductase 
heterologue sous controle du promoteur GAL10/CYC1. 

En resume, en utilisant les vecteurs integratifs pYEDP110/CA4H, 
pYEDPHO/ATRl, pYEDP/ ATR2 pour transformer la souche W303.1B, on a 
35 obtenu les souches suivantes : 
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WAT11 : 

Cette souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure est remplace par celui d'Arabidonsis. qui est sous 
5 controle du promoteur GAL10/CYCI. Ainsi cette souche surexprime 
l'activite NADPH cytochrome P450 reductase ATI lorsqu'elle est cultivee en 
milieu galactose. 
WAT21 : 

Cette souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
10 P450 reductase de levure est remplace par celui d'Arabidopsis. qui est sous 
contr61e du promoteur GAL10/CYC1. Ainsi cette souche surexprime 
l'activite NADPH cytochrome P450 reductase ATR2 lorsqu'elle est cultivee 
en milieu galactose. 
WCA41 : 

15 Cette souche est caracterisee en ce que le gene de la NADPH cytochrome 
P450 reductase de levure est remplace par celui de la CA4H de 
topinambour, qui est sous controle du promoteur GAL10/CYC1. Ainsi cette 
souche surexprime la CA4H lorsqu'elle est cultivee en milieu galactose, 
mais aucune activite n'est mesurable en Tabsence de NADPH cytochrome 

20 P450 reductase susceptible de transferer les equivalents reducteurs au 
cytochrome P450, necessaires pour son activite. 

Une illustration schematique du locus de la NADPH cytochrome P450 
reductase de la souche parentale, ainsi que des souches recombinantes 
construites, est donnee en figure 14, 

25 

3.1) Transformation des souches WAT21. WCA41. PES 1-3U : 

a) La souche WAT1 1 est transformee par le vecteur 
pYEDPl 10/CA4H de fagon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur plasmide et la NADPH cytochrome 

30 P450 reductase d'Arabidopsis ATR1 pour constituer un complexe 
hydroxylant actif d J origine entierement vegetale. La maintenance du 
plasmide repiicatif se fait par selection du phenotype Ura+ ou Ade+, 
apportes par le plasmide repiicatif. Cette souche est nominee 
ulterieurement WAT11/CA4H. La transformation est effectuee selon une 

35 methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eur. J. Biochem., 
177, pp. 285-293). 
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b) La souche WAT21 est transformee par le vecteur 
pYEDP110/CA4H de fagon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur plasmide et la NADPH cytochrome 
P450 reductase d'Arabidopsis ATR2 pour constituer un complexe 

5 hydroxylant actif d'origine entierement vegetale. La maintenance du 
plasmide replicatif se fait par selection du phenotype lira + ou Ade+, 
apportes par le plasmide replicatif. Cette souche est nominee 
ulterieurement WAT21/CA4H. La transformation est effectuee selon une 
methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eun J. Biochem., 
10 177, pp. 285-293). 

c) La souche PES 1-3U est transformee par le vecteur 
pYEDP110/CA4H de fagon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour sur plasmide et la NADPH cytochrome 
P450 rerductase endogene pour constituer un complexe hydroxylant actif 

15 d'origine mixte. Cene souche est nominee ulterieurement "WRCA*. 

d) La souche WCA41 est transformee par le vecteur 
pYEDPHO/ATRl de fagon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour integree et la NADPH cytochrome P450 
reductase d'Arabidopsis ATR1 sur plasmide pour constituer un complexe 

20 hydroxylant actif d'origine entierement vegetale. La maintenance du 
plasmide replicatif se fait par selection du phenotype Ura+ ou Ade+ , 
apportes par le plasmide replicatif. Cette souche est nominee 
ulterieurement U WCA41/ATR1 W , La transformation est effectuee selon une 
methode standard au chlorure de lithium (POMPON, 1988, Eun J. Biochem., 

25 177, pp. 285-293). 

e) La souche WCA41 est transformee par le vecteur 
pYEDPl 10/ATR1 de fagon a surexprimer simultanement en milieu 
galactose la CA4H de topinambour integree et la NADPH cytochrome P450 
reductase d'Arabidopsis ATR2 sur plasmide pour constituer un complexe 

30 hydroxylant actif d'origine entierement vegetale. La maintenance du 
plasmide replicatif se fait par selection du phenotype Ura + ou Ade+, 
apportes par le plasmide replicatif. Cette souche est nommee 
ulterieurement M WCA41/ATR2 W . La transformation est effectuee selon une 
methode standard au chrorure de lithium (POMPON, 1988, Eur. J. Biochem., 

35 1 77, pp. 285-293). 
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IV) CONSTRUCTION DE SOUCHES DE TFVURES DIPLOIDES 
COEXPRIMANT DE MANIERE START F LES ACTIVTTES 
CYTOCHROME P450 HETEROLOGIES FT NADPH CYTOCHROME 
P450 REDUCTASES HOMOLOGUES OU HETERQLOGUES. 

Les souches de levures transformees decrites ci-dessus doivent 
etre maintenues en milieu selectif, afin d' assurer la persistance du 
plasmide qui apporte Tun des composes du complexe hydroxylant actif. 
Avantageusement, on s'affrancit de cette pression de selection par la 

10 _ construction de souches ayant integre de maniere stable une copie de 
chacuii des ADNc codant pour la CA4H, notamment de topinambour et une 
NADPH cytochrome P450 reductase notamment d'Arabidopsis. De telels 
souches sont facilement obtenues par croisement de deux souches 
haploides de signe sexuel oppose, 

15 Comme leur souche parental e, les souches WAT1 1, WAT21 et WCA41 sont de 
signe sexuel (mating type) a. Gra.ce a la technique du plasmide Ho 
appliquee selon la methode publiee (Methods in Enzymology, vol. 194, pp. 
132-146), le signe sexuel est echange ena. Les souches WATlla, WAT21a, 
WCA41a sont done totalement isogeniques ( a Texception du locus sexuel) 

20 aux souches WAT1 1, WAT21 et WCA41. 

Le test de diploidie des croisements WAT1 la x WCA41 a et WAT21 x WCA41a 
se fait selon les methodes classiques de genie genetique de levure bien 
connues de 1'homme du metier. Comme controles internes lors des mesures 
de byconversion mettant en oeuvre l'activite CA4H sont egalement inclus 

25 les croisements WAT11 xWATl 1(1 1/11), WAT21 xWAT21 (21/21) etWCAx 
W100 (integration de la cassette d'expression vide, voir figure 15). Aucune 
activite CA4H ne doit etre decelable dans ces souches. 

Les souches diploides ainsi obtenues, nominees Cll (WAT1 1 x CWA41) et C21 
(WAT21 x WCA41) totalement isogeniques sur les alleles a Texception des 
30 loci de la NADPH cytochrome P450 reductase de levure qui portent 
respectivement une copie du gene de NADPH cytochrome P450 reductase 
d'Arabidopsis et une copie du gene de CA4H de topinambour. 
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V) CARACTERISATION DE L'ACTTVTTE CA4H VEGETALE DANS 
DIFFERENT ES SOUCHES DE LEVURE EN PRESENCE DE NADPH 
CYTOCHROME P450 REDUCTASES VEGETATES ENDOGENES. 

5 

La CA4H, cytochrome P450 ubiquitaire dans le regne vegetal, 
catalyse Thydroxylation du cinnamate en position 4 pour donner du 
coumarate. En vue de 1'application de souches de levures recombinantes 
comme biocatalyseurs afm d'y effectuer des reactions chimiques precises, 

10 par la voie de la biotechnologie, il est indispensable de prouver, dans un 
premier temps, que le substrat ainsi que le produit forme sont stables dans 
le milieu reactionnel. Avantageusement, le substrat rentre sans aucune 
restriction apparente dans le biocatalyseur et le produit de la reaction au 
Cytochrome P450 ne s'accumule pas dans la cellule mais est exporte dans le 

15 milieu ou Ton peut le recuperer facilement. Avantageusement encore, on 
s'assure que ni substrat ni produit ne sont toxiques pour la cellule a des 
concentrations compatibles avec un procede de bioconversion. 
A cette fin, on realise des cultures de Cll et C21 en milieu YPGAL, WRCA, 
WAT11/CA4H, WAT21/CA4H, WCA41/ATR1 et WCA41/ATR2 en milieu 

20 minimum galactose jusqu'a OD=3 (fin de phase de croissance 
exponentielle); on ajoute 100 jiM tr-cinnamate, puis on incube pendant 30 
minutes a 30°C sous agitation moderee. 

Le procede d'extraction et la separation par HPLC sont decrits en 
detail au paragraphe 6.4) ci-apres. 

25 Au tableau 1 sont indiqu£es les mesures de la bioconversion. 

L'appreciation +++ indique que la bioconversion a ete complete, plus 
aucune trace de cinnamate residuel peut etre decele. L'ensemble des 
spectrogrammes montres en figure 7 montre bien que la conversion 
cinnamate — > coumarate est due k la presence de la CA4H, ptiisque les 

30 souches controle 11/11, 21/21et C100 ne montrent aucune apparition de 
pic correspondant au coumarate. Egalement, il est clair qu'en Tabsence 
d'acitvite CA4H, le cinnamate est stable dans le milieu reactionnnel. 

Une caracterisation plus fine de la CA4H vegetale exprimee chez 
la levure est donnee avec Texemple de la souche WRCA. 



WO 94/01564 



PCT/FR93/00676 



24 



10 



15 



20 



30 



35 



yi) Caracterisation de l'acti vite enzvmatigue de la CA4H 
chez S. cer. 

6.1) Description de 1 • environnement genetique de la .souche 
WRCA 

En figure '3 est schematised la souche de levure 
WRCA qui a ete construite de f aeon a surexprimer simulta- 
nement en milieu galactose, la CA4H exogene et la P450 
Reductase endogene. La souche WRCA est obtenue par trans- 
formation de la souche PES 1-3U par le plasmide P CA4H/ 
YeDP60 decrit ci-dessus. La souche PES 1-3U, qui porte 
cotnme mutations connues Ura3 , Ade2, His1, et Leu2 , a ete 
transformed selon une methode standard au chlorure de li- 
thium (Pompon, 1988, Eur. J. Biochem., 177, pp 285-293), 
suivie d'une selection pour la restauration du phenotype 
Ade+ qui est apporte en presence du. plasmide. La souche 
PES 1-3U, dont la description detaillee fait objet d'une 
demande de brevet en France n° 91 08884, a ete deposee 
aupres de la Collection Nationale des Cultures et de 
Microorganismes le 17 mars 1992, sous le nuraero de depSt 
1-1187. Cette souche haplolde (mating type alpha) est 
completement isogenique a la souche de laboratoire 
W303.1B, sauf la region promotrice precedant la phase 
codante de la P450 Reductase endogene, qui est modified 
par recombinaison homologue de facon a remplacer le pro- 
moteur naturel de la P450 Reductase par le promoteur in- 
ductible GAL10-CYC1. 

6.2 De termination de la concentration en Cytochrome 

P450 dans la fraction microsomale de la souche WRCA 
On realise une predulture (150 ml) de la souche 
WRCA en milieu SW5 a' 28 °C sous agitation moderee (100 rpm) 
jusqu'k une density cellulaire de 3 OD, puis on ajoute 
1 vol/vol de milieu YPGAL (induction de la CA4H et de la . 
P450 Reductase) et on continue la culture jusqu'a une 
densite cellulaire de 10 OD. On arrete la culture par 
centrifugation des cellules puis on procede.a la prepara- 
tion des microsomes selon un proc£d£ standard impliquant 
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la casse mecanique des cellules (Cullin et Pompon, 1988, 
Gene, 65, pp 203-217) . On obtienf ainsi une solution 
homogene de . microsomes de 2,8 ml, conservee a -8 0°C sous 
forme d'aliquots de 100 microlitres, et qui sert de solu- 
5 tion stock pour toutes les experiences decrites par la 
suite. Pour mesurer la concentration totale en proteines 
dans cette solution stock de microsomes on se sert de la 
methode de Pierce avec la serumalbumine comme standard. 
La concentration globale en Cytochrome P450 contenu dans 

10 ces microsomes est mesuree par spectrophotometrie diffe- 
rentielle selon la methode ddcrite par Omura et Sato 
(1964, J. Biol. Chem. 239, pp 2379-2387) qui met en evi- ' 
dence la formation du pic caracteristique d' absorption 
autour de 450 nm du Cytochrome P4 50 reduit apres fixation 

15 d'une molecule de monoxide de carbone sur l'atome fer du 
chromophore, par rapport a la forme reduite du cytochrome 
P450 en absence de monoxide de carbone. Plus precisement , 
on repartit . dans deux cuvettes spectrpphotometriques des 
quahtites dgales de la solution stock de microsomes 

20 (environ 2 mg de proteines toales) dilute 10 fois dans 
un tampon compose de 50 mM Tris-Hcl pH 7,4 et 1 mM EDTA 
et a laquelle on a ajout6 auparavaht quelques graines de 
dithionite de sodium afin de reduire totalement les cyto- 
chromes P4 50 presents dans les microsomes et de consommer 

25 tout oxygene libre dissous dans la solution. Les deux 
cuvettes contenant des quantity s dgales de microsomes 
reduits servent a faire la ligne de base entre 400 et 
500 nm. On fait ensuite barboter une dizaine de bulles 
de monoxide de carbone dans la cuvette d'essai, ce qui 

30 me he a la formation du pic d 1 absorption vers 450 nm dtl 

a la fixation du monoxide de carbone a 1'ion fer du groupe 
heme present dans le cytochrome P450, par rapport aux 
microsomes reduits dans la cuve tdmoin. En se servant du 
coefficient d' absorption qui est de 91 mM" 1 .cm" 1 pour 

35 les cytochromes P4 50 on peut deduire directement de l 1 am- 
plitude du pic la concentration totale en cytochromes 
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P450 contenu dans les microsomes. Dans la figure 4 est 
montre le spectre de difference en presence de monoxide 
de carbone obtenu avec une solution de microsomes 10 fois 
diluee de la solution stock* A partir du spectre qui 
montre le pic caractdristique £ 453,5 nm, nous avons de- 
termine la concentration globale dans les microsomes 
apres induction est de 1,2 micromolaire . La culture de 
controle (PES 1-3U) ne montrant dans les memes conditions 
experimentales et les memes conditions de sensibilite au- 
cune trace detectable de cytochromes P450 nous pouvons 
conclure que le pic observe avec les microsomes de la 
culture induxte de la souche WRCA doit provenir de 1' ex- 
pression de I'ADNc de la CA4H sur le plasmide. 
6.3 Obtention d'un spectre de perturbation de type I 

suite £ l'ajout de l'acide tr-cinnamique aux micro- 
somes bbtenus £ partir de la culture induite.de la 
souche WRCA 

Une des propri€t£s les plus intdressantes des cyto- 
chromes P45 0 est la possibility de pouvoir monitorer 
1 ' interaction de differentes molecules avec le site actif. 
En effet, la force du champ des ligands determine des 
spectres typiques et bien codifies (type I , II ou I in- 
verse) . Les spectres de type I, caract^risant gdndralement 
1 " interaction d'un P450 avec son substrat specif ique, 
25 sont ddfinis par la formation d'un pic n£gatif vers 

420 ma et d'un pic positif vers 39 0 nm suite k la fixa- 
tion du substrat au cytochrome P450. Afin de fournir une 
. preuve suppldmentaire que le pic k 453 r 5 nm observd en 
figure 4 est bien du & la presence de la CA4H de topinam- 
bour dans les microsomes de levure et que la protdines y 
est sous une forme active capable de fixer son substrat 
propre, il a 6td tent6 d'obtenir un tel spectre par l 1 ad- 
jonction du tr-cinnamate aux microsomes. Plus pr^cisdment, 
on r^partit des quantitds dgales de la solution stock de 
microsomes (culture induite de la souche WRCA) diluee 
10 foi-s dans un tampon contenant 50 mM Tris-Hcl pH 7,4 
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et 1 xdM EDTA dans deux cuvettes spectrophotometriques . En 
presence d'oxygene dissous dans le milieu, on peut rai- 
sonnablement supposer que les cytochromes P450 dans ' les 
microsomes sont sous leur forme oxydee, ayant fixe de 
i'oxygene sur le groupe heme. Une ligne de base est faite 
entre 370 et 490 nm avec les deux cuvettes identiques . 
Puis on ajoute h la cuve d'essai du tr-cinnamate a une 
concentration de 100 micromolaire, . et on realise un 
spectre differential absorption (cytochrome P4 5 0 oxyde 
versus cytochrome P450 oxyde plus substrat spdcifique) 
entre 37 0 et 490 nm. Dans la figure 5 est montre I'ob- 
tention d'un spectre de perturbation de type I caracte- 
ristique d'un P450 apres fixation de son substrat, en 
utilisant la meme solution stock de microsomes que sous 
6.2 qui montre bien la formation d'un pic negatif impor- 
tant & 418 nm et d'un pic posit if k 39 0 nm apres I'ajout 
du tr-cinnamate. Ce meme type de spectre dif f drentiel 
a etd ofaservd apres I'ajout du tr-cinnamate & des micro- 
somes de topinambour (Benveniste et Durst, 1974, C.R. 
Acad. Sc. Paris 278D, pp 1487-1490) . Ainsi le polypeptide 
issu de l'ADNc de la CA4H de topinambour possede toutes=- 
les caract^ristiques spectrales d'un cytochrome P450 dans 
les microsomes de levure et est capable de fixer specif i- 
quement le tr-cinnamate comme substrat. 

7S 

6 • 4 Demonstration de la conversion du tr-cinnamate en 
tr-coumarate par une culture de WRCA en milieu ga- 
lactose* 

II est indispensable de prouver que le spectre de 
perturbation observde suite k I'ajout du tr-cinnamate aux 
microsomes contenant la CA4H de topinambour est correle* 
& une activity catalytique de la CA4H qui rd suite en la 
formation de tr-coumarate. II est egalement tres impor- 
tant de prouver que le tr-cinnamate ne rencontre pas de 
barriere de diffusion lors d'une culture de cellules en- 
tieres et que le coumarate f ormd sera accumule" dans le 
milieu de culture, en vue d'une application de bioconver- 
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sion sur cellules entieres a l'echelle industrielle . A 
cette fin 1 ' experience suivante a ete realisee : 0,5 ml 
d'une preculture de WRCA en milieu minimum oat ete ajoutes 
a 2 ml de milieu YPGAL frais contenant 10 microM de tr- 
cinnamate, puis on incube a 27 "C sous agitation moderee . 
Apres 30 minutes, les cellules sont centrifugees et on pre- 
leve 1 mi du surnageant auquel on ajoute 1 ml d'une solu- 
tion saturee en NaCl et 1 ml d' acetate d'ethyle. Apres 
avoir melange rigoureusement les deux phases sur vortex, 
on separe les phases organique et aqueuse par centrifuga- 
tion, et on pre leve - un aliquot de la phase organique (ace- 
tate d'ethyle). On evapore a 1 ' air et on reprend dans une 
solution 10 % methanol. 20 microlitres de 1 ' echantillon sont separes 
par HPLC sur'colonne C18 en se servant d'un gradient lineaire. 
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COMPOSITION DU GRADIENT HPLC 



TABLEAU 1 



10 



TEMPS 
(min) 



DEBIT 
(ml/min) 



COMPOSITION 
A(%) B(%) 



15 



20 



0.00 
1.00 
15.00 
15.10 
17.00 



1.00 
1.00 

l.bo 

1.00 
1.00 



100 
90 
70 
40 

100 



0 

10 
30 
60 
0 



30 



A = 0.01% TFA 
B = Acetonitrile 
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Un etalonnage prealable avec du tr-cinnamate et 
du tr-coumarate commercial pur avait demoatre que sous 
les conditions de chromatographie decrites les deux pro- 
duits sont bien separes . En effet le coumarate sort apres 
8 minutes environ, tandis que le tr-cinnamate sort apres 
11,5.min. En figure 6 est montre le chromatogramme de 
1' echaxrtillon issu de 1 * experience decrite ci-dessus. La 
longueur d'onde de detection choisie de 29 2 nm est un 
compromis ou les, deux substances absorbent bien. II est 
clair ement visible qu'il ne reste plus que des quantites 
negligeables et a peine detectables, alors qu'il apparait 
un seul pic majeur k la position du tr-coumarate. Ainsi i 
est demontre que le polypeptide issu de I'ADNc vegetal 
clone est bien une enzyme a cytochrome P450 sur la base 
de ses proprietes spectrales et que son activity cataly- 
txque est l'hydroxylation du tr-cinnamate en position 
guatre pour former le tr-coumarate, sans apparition de 
produits secondaires . Le tr-cinnamate est apparemment 
accessible aux cytochromes P450 intracellulaires , tandis 
que le produit de transformation est retrouv^. dans le 
surnageant. Ni substrat, ni le produit de la conversion 
sont apparemment toxique pour la levure . 

6.5 Determination de la constante d'af finite de la CA4H 
pour le tr-cinnamate dans les microsomes de levure 
L ' amplitude totaie observee. entre le maximum po- 
sitif a 3 70 nm et le pic negatif a 418 nm dans un spectre 
de perturbation de -type I, varie en fonction du substrat 
specif ique ajoute lorsque le substrat est en concentra- 
tion limitante par rapport aux cytochromes P450 capables 
de fixer ce substrat presents dans les microsomes • Si 
l'on reporte les valeurs inverses des amplitudes d'absorp 
tion mesurees dans un spectre de perturbation de type X 
•en fonction de la valeur inverse des concentrations crois 
santes de substrat ajoute (representation de Lineweaver- 
Burk) , on obtient une droite et la constante d'af finite 
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du cytochrome P.450 considere pour son substrat specifique 
peut etre calcule directement a partir du point d' inter- 
section de la droite avec 1 ■ axe X. En figure 7 est montree 
une representation de Lineweaver-Burk en reportant la va- 
riation de 1' amplitude d' absorption dans un spectre de 
type I en fonction du tr-cinnamate ajoute en quantites 
croissantes a des microsomes oxydes issus d'une culture 
induite de la souche WRCA. Les conditions experiment ales 
etant identiques a celles decrites sous 3.3 a 1' exception 
des concentrations en tr-cinnamate utilisees allant de 
0,2, 1,0, 3,0, 10,0 a 30,0 microM, elles ne seront pas 
reprises ici. La constante d'affinite de la CA4H de topi- 
nambour dans les microsomes de levure en presence de la 
P4 50 Reductase endogene de levure ainsi mesuree est de 
2,2 microM, ce qui est en excellente concordance avec les 
valeurs obtenues avec des microsomes de topinambour qui 
varient entre 1 et 1 0 microM selon les preparations (F . 
Durst, communication personnelle) . II est done evident 
que la levure S. cer. f ournit 1 • environnement similaire a 
celui de la plante pour 1 'expression efficace de la CA4H. 
-Li — Determination de l' efficacite de couplage entre la 
P4 50 Reductase de levure et la CA4H de topinambour 
dans les microsomes de la souche WRCA 

Les cytochromes P4 50 ne sont pas autosuf f isants 
pour effectuer 1 ' hydroxylation de leurs substrats. Le com- 
plexe enzymatique actif est constitue de deux composants, 
le cytochrome P450 et la P4 50 Reductase, qui assure la 
chatne de transport des Electrons necessaires a 1' hydro- 
xylation du NADPH vers le Cytochrome P450. En cas de cou- 
plage parfait (illustre en figure 8) on observera done 
la consommation d'une molecule de NADPH par molecule de 
prbduit forme. Aucun cytochrome P450 vegetal n'ayant ja- 
mais ete exprime chez la levure, il est primordial de 
s' assurer que la levure f ournit 1 • environnement reducteur 
adequat a l'activite enzymatique de la CA4H de topinambour. 
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Dans ce but 1" experience suivante a ete realisee : un 
melange reactionnel constitue de 6 nM de CA4H (dilution 
1 pour 200 de la solution stock de microsomes) dans un 
tampon phosphate 50 mM pH 7 , 4 et de NADPH reduit 0,1 mg/ml 
est reparti a parts egales dans deux cuvettes spectropho- 
tometriques . La quantite de NADPH reduit dans les deux 
cuves etant identique, 1' absorption dif f erentielle ini- 
tiale mesuree £ 350 nm est z<§ro. Puis on ajoute k la. cu- 
vette d'essai du tr-cinnamate £ la concentration finale 
de 10 microM, En cas de couplage parfait on doit enregis- 
trer k 350' nm une diminution d 1 absorption correspondant 
a la consommation d'une quantity equivalente de NADPH . 
En figure 8 est montrei 1 ■ enregistrement de cette expe- 
rience. L'ajout de 10 nmoles de tr-cinnamate resulte en 
une diminution de 1 'absorption initiale dans la cuve d'es- 
sai de 0,06 OD. 

En se servant du coefficient molaire du NADPH re- 
duit (6200 M* 1 cm" 1 ) il est facile de convertir la varia- 
tion d' absorption en moles NADPH oxydds . En effet, apres 
l'ajout de 1 0 nmoles de tr-cinnamate 9, 7 nmoles de NADPH 
ont 6t6 oxydds, ce qui rdsulte en un facteur de couplage 
de 1,03. II est done Evident que la P450 Reductase de la 
levure est capable de parfaitement assurer la chalne de 
transport des Electrons vers la CA4H de topinambour af in 
25 de le faire f onctionner . 

6,7 Determination de la Vitesse maximale de conversion 
de la CA4H dans les microsomes de levure ainsi que 
le Km 

La Vitesse maximale de conversion, du cytochrome 
P45 0 vegetal mesurde dans les microsomes de levure est 
une valeur trfes importante pour apprScier si Cer est 
un outil industriel int£ressant pour . y rdaliser des bio- 
conversions k l'aide de cytochromes P450, la Vitesse de 
la reaction enzymatique dtant un des critferes principaux. 
Ceci d'autant plus que les cytochromes P450 de mammif feres 
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sont connus pour etre des enzymes dites "lentes " . Dans 
la meme experience on determinera egalement la constante 
de Michaelis, qui donne la concentration en substrat ne- 
cessaire pour que la CA4H fonctionne a 50. % de sa Vitesse 
maximale . Sous 3*6 il a 6te demontr£ que I'efficacite de 
couplage entre la P4 5 0 Reductase de levure et la CA4H 
exprime par la relation de NADPH consonant pour substrat 
convert! est trfes voisin de 1. De ce fait il est possible 
de suivre l'activite de la CA4H en fonction de la concen- 
tration du tr-cinnamate ajoute par la Vitesse de consomma- 
tion du NADPH.. En effet, le NADPH reduit absorbe fortement 
a une longueur d'onde de 34 0 nm (coefficient d' absorption 
molaire = 6200) et la pente de la variation de 1' absorp- 
tion dans le temps est directement proportionnelle a la 
Vitesse de la transformation du tr-cinnamate en coumarate 
par la CA4H. Ndanmoins afin d'^viter des interferences 
avec le coumarate formd qui absorbe faiblement S 340 nm, 
les mesures seront effectuees h 35 0 nm, une longueur 
d'onde ou seul le NADPH rdduit montre une forte absorption. 
Plus pr£cisdment, on realise un melange r^actionnel , 
constitu6 d'une dilution 200 fois (concentration finale 
- en CA4H est de 6 nM) de la solution stock de microsomes 
dans un tampon phosphate 50 mM ^ pH 7,4 et du NADPH re- 
duit en excfes k 0,1 mg/ml . Ce melange est reparti 4 par- 
25 ties egales dans deux cuvettes spectrophotont^triques , on 
ajoute des concentrations croissantes de tr-cinnamate au 
temps zdro, puis on suit par spectrophotom^trie diffdren- 
tielle la diminution de I 1 absorption initiale h 350 nm 
dans le temps dans la cuve d'essai par rapport k la cuve 
tdmoin. On a effectu£ les enregistrements de cette expe- 
rience pour des concentrations en tr-cinnamate de 0., 0,4 , 
0,8/ 1,6, 3,2, 6,4, 12,6 et 25 microM. A partir des pentes 
obtenues, il est done possible de les convertir directement 
en activity CA4H et de rdaliser une representation selon 
Lineveaver-Burk en reportant 1' inverse des activitds CA4H 
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mesurees en fonction de 1 1 inverse de la concentration 
de tr-cinnamate ajoutee au milieu reactionnel. Le point 
d 1 intersection de la droit e ainsi obtenue (figure 9 avec 
l f axe Y donnent la valeur de la vitesse maximum de con- 
5 version de la CA4H, tandis que le point d 1 intersection 
avec l'axe X donne la valeur du Km. La vitesse maximale 
in vitro de 400 +/- 50 min" 1 est la plus grande obtenue 
a ce jour pour un P4 5 0 eucaryotique ce qui montre bien que 
dans un contexte gdndtique ou il est possible de surexpri- 

10 mer s imultandment la P450 Reductase de levure et la CA4H , 
S„ cer. fournit le meilleur environnement connu actuelle- 
ment afin de faire fonctionner de fagon trfes eff Icace. 
un cytochrome P450 vegetal. Sur la base des activites me- 
surees in vitro, la souche WRCA est un excellent candidat 

15 pour realiser la bioconversion du tr-cinnamate en couma- 
rate pax la CA4H 2i I'dchelle industrielle . Dans ce sens 
la valeur tr&s basse du Km de 1,2 microM acquiert toute 
son. importance, puisque de faibles concentrations intra - 
cellulaires en tr-cinnamate de l'ordre micromolaire suf- 

20 fiseixt pour faire tourner la CA4H h plein regime. 

5 .8 Mesure directe de la vitesse maximale de conversion 
de la CA4H sur des microsomes de WRCA 

La mesure de la consommation de NADPH est certaine- 
ment trfes appropriate au niveau experimental, mais ne 

25 constitue qu'une preuve indirecte de l'activite enzyma- 

tique de la CA4H. II reste done trfes important de valider 
les r^sultats ainsi obtenus sous 3.7 par des mesures 
d'activite reelle, e'est-k-dire les valeurs comparables 
pour la vitesse maximale de conversion de la CA4H doivent 

30 etre retrouvees lorsqu'on suit 1* activity enzymatique par 
la mesure de la quantity de tr-coumarate form£. A cette 
fin 1' experience suivante a £t£ rdalis^e : un melange 
rdactionnel de 1 ml contenant 50 mM tampon phosphate 
pH 7,4, 50 microM tr-cinnamate, 0,1 mg/ml NADPH et 

35 12 pinoles de CA4H (dilution 1 pour 100 0 de la solution 
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stock de microsomes) est prepare sur la glace. Les micro- 
somes sont ajoutes en dernier lieu, puis la reaction est 
demarrd en placant le milieu rdactionnel complet ^ 37°C. 
La reaction est arretee aux temps indigues au tableau 2, 
5 par prelevement d'un echantillon de 50 microlitres auguel 
on ajoute 2,5 microlitres de I'acide trif luoroacetigue, 
puis on separe par HPLC dans les conditions decrites ci- 
dessus. La figure 10 montre la cimltique de la formation 
du coumarate en se servant des valeurs du tableau 1 . En 

10 ef fet dans une initiale de 6 minutes ou le substrat est 
en excfes, la formation de tr-coumarate est lineaire dans 
le temps et decline rapidement ensuite pour atteindre le 
plateau apres 15 minutes seulement. Ceci se traduit par 
un. rapide d£clin de la Vitesse maximale quand le substrat 

15 commence a devenir limitant . II est tr£s important h rioter 
gue la valeur de la Vitesse maximale de conversion de la 
CA4H est de 350 min -1 lorsgue le substrat est en exc&s, 
une valeur gui est en parfaite concordance avec les va- 
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TABLEAU 2 






Incubation, (min.) 


tr -c oumar ate 
(n moles) 


Activite specifique 
(min" 1 ) 




25 


0 


0 








3 


13 


350 






6 


25 


350 






10 


32 


265 






15 


41 


221 




30 


15'50 


46 


n.d> 
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44 
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VII) Procede de bioconversion mettant en oeuvre une souche 
de levurs surexprimant la P4 50 Reductase endocrene 
ainsi qu'un cytochrome P450 vegetal. Exemplification 
par la production de tr-coumarate a partir du tr- 
5 cinnamate sur cellules entieres contenant la CA4H 

de topinambour . 

Une. culture de 200 ml dans un erlenmeyer de 1 L 
de la souche WRCA est' incubee a 27°C sous agitation vi- 
goureuse (200 rpm) dans un milieu YPGAL jusqu'^ 5 DO 

10 (phase stationnaire de saturation). A ce moment on ajoute 
du cinnamate a une concentration finale de. 100 microM, 
puis on continue 1 1 incubation. On prEl&ve des echantillons 
de 100 microlitres au moment de l'ajout du tr-cinnamate 
et puis 1, 10, 3 0 , et 100 minutes aprfes l'ajout. Puis on 

15 procede k l'extraction selon les mEthodes dEcrites sous 
3.3, et on analyse les Echantillons par chromatographie 
HPLC (voir 3.3). La longueur d'onde d'analyse est volon- 
tairement choisie & 314 nm,- une longueur d'onde oCi 1* ab- 
sorption du tr-coumaxate est presgue maximale tandis que 

20 le- tr-cinnamate n'absorbe que tr&s peu. L ' amplitude des 
pics d* absorption n'est pax consequence pas identique 
pour une meme concentration de tr-cinnamate et du tr-cou- 
marate. Le but de cette experience Etant de quantifier 
Involution de la quantite de tr-coumarate trouv^e dans 

25 le milieu de culture en fonction du temps, une Echelle 

de concentrations connues de tr-coumarate a EtE utilisEe v 
pour la calibration, permettant de traduire 1 ' amplitude 
du pic de coumarate en concentration ou en nombre de mole- 
cules de tr-coumarate f ormE . La superposition de 4 chro- 

30 matogrammes a EtE rEalisEe sur les 4 Echantillons prEle- 
vEs aux temps indiquEs ci-dessus. II est Evident que tr&s 
vite aprfes l'ajout du tr-cinnamate, on peut dEceler des 
quantitEs importantes dans le milieu de culture sans appa- 
rition de produits secondaires. Vu la valeur de la cons- 

35 tante d'affinitE de la CA4H pour le tr-cinnamate qui. est 
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de l'ordre micromolaire, il est clair que au moins 95 % 
du substrat initialement present dans la culture seront 
trans formes en tr-coumarate avant que la concentration 
devienne limitante. Le fait de retrouver des quant ites 
importantes de tr-coumarate rapidement dans le milieu de 
culture laisse supposer que le tr-cinnamate diffuse suf- 
fisamment vite dans la cellule pour que la CA4H puisse 
fonctionner a plein. regime , et aussi que le produit forme 
n ! est pas retenu pu metabolism dans la levure mais excrete 
dans le milieu. Ceci rend faisable la recuperation puis la 
purification du produit lors d'une bioconversion k l f e- 
chelle industrielle , mais explique aussi l'apparente ino- 
cuite du coumarate pour la cellule. II est en effet peu 
probable d'obteniren grande quantity un produit par bio- 
15 conversion s'il est accumul£ 1 ? int^rieur de la cellule. 
Sur labase des pics observes en figure 11 la productivity 
calculee est de 10 micromoles de coumarate formds /minute . 
litre de culture. En figure 11 est montrde une cinetique 
qui reporte le nombre de tr-coumarate forme'e par cellule 
de levures (calcule ^ partir des chromatograrames ) en fonc- 
tion du temps. II est clair que ce processus de bioconver- 
sion est tout-&-fait stable dans le temps. Ceci est un 
critere essentiel pour 1 'application de la souche WRCA 
pour un procdd£ industriel d'obtention de tr-coumarate 
par bioconversion. En extrapolant cette frappante stabili- 
ty de la CA4H de topinambour dans la levure par rapport. 
^ d'autres cytochromes P450 de mammiferes la productivity 
cit.ee ci-dessus sera d f environ 10 grammes de coumarate 
formd par jour et par litre de culture dans des conditions 
de laboratoire . Ces valeurs peuvent raisonnablement etre 
ameliorees d'un facteur 5 lors d'un procddd de fermenta- 
tion industriel. 
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REVENDICATIONS 

1) Souche de levure permettant la co-expression d'une activite 
mono-oxygenase de cytochrome P450 de plante et d'une NADPH- 
cytochrome P450-reductase endogene ou heterologue, caracterisee en ce 

5 que fun. des genes de la NADPH-cytochrome P450-reductase ou du 
cytochrome P450 est integre dans le chromosome de ladite souche, et, la 
souche est transformee par un vecteur portant une cassette d' expression 
de 1' autre gene. 

2) Souche selon la revendication 1, caracterisee en ce que le gene 
10 de cytochrome P450 microsomal d'origine vegetale est integre dans le 

chromosome de ladite souche de levure. 

3) Souche de levure selon la revendication 1 ou 2 permettant la co- 
expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 
heterologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase endogene ou 

15 heterologue, caracterisee en ce que le gene de la NADPH-cytochrome 
P4 50- reductase est integre dans le genome chromosomique de ladite 
souche et la souche est transformee par un vecteur portant une cassette 
d' expression du gene de cytochrome P450 de plante. 

4) Souche selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce 
20 que ledit vecteur est un vecteur d'integration ou un vecteur replicatif. 

5) Souche selon la revendication 3, caracterisee en ce que les genes 
de cytochrome P450 et NADPH-cytochrome -P450-reductase sont integres 
dans le chromosome de ladite souche. 

6) Souche selon Tune des revendications 14 5, caracterisee en ce 
25 que le cytochrome P450 est la proteine CA4H d 'Helianthus tuberosus . 

7) Souche selon Tune des revendications 14 6, caracterisee en ce 
que ledit cytochrome P450 est la proteine CA4H d' Arabidoosis thaliana . 

8) Souche selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que ledit gene dudit cytochrome P450 est un gene hybride. 

30 9) Souche selon l'une des revendications 1 4 8, caracterisee en ce 

que la NADPH-cytochrome P450-reductase est la NADPH-cytochrome P450- 

r£ductase endogene de levure. 

10) Souche selon Tune des revendications 1 k 9, caracterisee en ce 

que ledit gene de la NADPH-cytochrome P450-reductase consiste dans la 
35 sequence d'ADNc codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase 

heterologue. ' 
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11) Souche seion Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
que ledit gene de la NADPH-cytochrome P450-reductase est celui d'une 
NADPH-cytochrome P450-reductase d'origine vegetate. 

12) Souche selon La revendication 11, caracterisee en ce que la 
5 NADPH-cytochrome P450-reductase est une NADPH-cytochrome P450- 

reductase d' Arabidopsis thaliana. . 

13) Souche selon la revendication 11, caracterisee en ce que la- 
NADPH-cytochrome P450-reductase est une NADPH-cytochrome P450- 
reductase d' Helianthus tuberosus. 

10 14) Souche selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 

que les genes de la NADPH-cytochrome P450-reductase et du cytochrome 
P450 sont integres dans le locus de la NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene sur des alleles differents. 

15) Souche de levure selon Tune des revendications 1 a 14, 
15 caracerisee en ce que la levure est choisie parmi les genres 

Saccharomy ces r Hansenula. Kluvveromvces Pichia. et Yarrowia . 

16) Souche selon la revendication 15, caracterisee en ce que la 
levure est du genre Saccharo mvces cerevisiae- 

17) Souche Tune des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que 
20 dans ledit vecteur d'expression le gene de cytochrome P450 est mis sous le 

controle d'un promoteur inductible. 

18) Souche selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est le vecteur pYEDP60. 

19) Souche selon Tune des revendications 1 a 18, caracterisee en ce 
25 que le gene de NADPH-cytochrome P450-reductase est place sous le 

controle d'un promoteur heterologue inductible. 

20) Souche selon Tune des revendications 1 a 19, caracterisee en ce 
que le gene de NADPH-cytochrome P450-reductase et le gene de 
cytochrome P450 sont places sous le controle d'un meme promoteur/ 

30 inductible. 

21) Souche selon I'une des revendications 17 a 20, caracterisee en ce 
que ledit promoteur inductible est le promoteur GAL10/CYC1. 

22) Souche selon Tune des revendications 1 a 21, caracterisee en ce 
que ladite souche est obtenue a partir de la souche PES 1-3-U deposee a la 

35 Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n * I- 
1187. 
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23) Souche selon Tune des revendications 1 a 22, caracterisee en ce 
queladite souche est la souche WRCA obtenue par transformation de la 
souche PES 1-3-U par le vecteur pCA4H/YeDP60. 

24) Souche de levure selon Tune des revendications 1 a 23, 
5 caracterisee en ce qu'elle permet la co-expression de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase et du cytochrome P450 dans un rapport 
molaire NADPH-cytochrome P450-reductase/cytochrome P450 optimum 
qui est entre 1/3 et 1/10. 

25) Procede de co-expression chez une levure de 1'activite mono- 
10 oxygenase de cytochrome P450 microsomal de plante et de NADPH- 
cytochrome P450 endogene ou heterologue, caracterise en ce qu'on 

. cultive dans un milieu de culture approprie une souche selon Tune des 
revendications 1 a 24. 

26) Utilisation a des fins de biocon version d'une souche de levure 
15 selon Tune des revendications 1 a 24. 

27) Procede de bioconversion destine a la monoxydation specifique 
d'un compose substrat d'un cytochrome P450, caracterise en ce qu'on 
convertit un milieu contenant ledit compose ou un precurseur avec Tune 
des souches selon l"une des revendications 1 a 24, exprimant 1'activite 

20 monoxygenase dudit cytochrome P450 et en ce qu'on recupere ledit 
compose substrat monoxygene. 

28) Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que ledit 
milieu est un milieu de cuittire. 

29) Procede de bioconversion selon Tune des revendications 27 ou 
25 28, caracterise en ce que la monoxygenation est une hydroxy iation 

stereospecifique. 

30) Proc6d6 selon la revendication 29, caracterise en ce que le 
cytochrome P450 est la CA4H, le compost substrat est le trans-cinnamate, 
et on recupfere le trans-coumarate. 

30 31) Sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H 

d'Heliantftus tuberosus. 

32) Sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H 
d' Arabidopsis thaliana . 

33) Sequence d'ADNc selon la revendication 31 telle que 
35 representee a la figure 1. 

34) Sequence d'ADNc selon la revendication 32 telle que 
representee & la Figure 12. 
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35) Sequence d'ADNc s'hybridant dans des conditions faiblemeni 
stringentes a 50°C et/ou presentant au moins 60 % d'homologie avec l'une 
des sequences selon Tune des revendications 31 a 34. 
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CARACTERISTTQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1608 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

TYPE DE MOLECULE: ADNc 
ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Helianthus tuberosus 

(B) SOUCHE: L. variete blanc coxnroun 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: 

(D) STADE DE DEVELOPPEMENT : tubercules ages 

CARACTERISTIQUES: 

(A) EMPLACEMENT: 1..30, bordure 5« non codante 

(B) EMPLACEMENT: 3 1. . 1545 , region codante sur le brin 
presents 

(B) EMPLACEMENT: 154'6..1608, bordure 3' non codante 
PROPRIETES- 

ADNc codant pour un cytochrome P450 vegetal, Cinnamate 
4-hydroxylase (CA4H) . EC l". 14. 13.1 



FIGURE 1A 
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SEQ ID NO: 1: 

AAATCACACA ACACCACCAC CACCGTAACC ATG GAC CTC CTC CTC ATA GAA AAA 54 

Met Asp Leu Leu Leu lie Glu Lys 

1 . 5 

ACC CTC GTC GCC TTA TTC GCC GCC ATT ATC GGC GCA ATA CTA ATC TCC 102 
Thr Leu Val Ala Leu Phe Ala Ala lie He Gly Ala He Leu He Ser 
10 15 20 

AAA CTC CGC GGT AAA AAA TTC AAG CTC CCA CCT GGC CCA ATC CCG GTT 150 
Lys Leu Arg Gly Lys Lys Phe Lys Leu Pro Pro Gly Pro He Pro Val 
25 30 35 4 0 

CCA ATT TTC GGC AAC TGG CTA CAA GTT GGC GAT GAT TTG AAC CAC CGG 198 
Pro He Phe Gly Asn Trp Leu Gin Val Gly Asp Asp Leu Asn His Arg 

45 50 55 

AAC TTA ACC GAT CTG GCT AAG AGG TTT GGT GAG ATC TTG CTG CTA CGC 246 
Asn Leu Thr Asp Leu Ala Lys Arg Phe Gly Glu He Leu Leu Leu Arg 
60 65 70 

ATG GGG CAG AGG AAT CTG GTA GTT GTG TCT TCG CCT GAG CTT GCT AAA 294 
Met Gly Gin Arg Asn Leu Val Val Val Ser Ser Pro Glu Leu Ala Lys 
75 80 85 

GAG GTG TTG CAT ACA CAA GGA GTG GAG TTT GGT TCG AGA ACA AGG AAT 3 42 
Glu Val Leu His Thr Gin Gly Val Glu Phe Gly Ser Arg Thr Arg Asn 
90 95 100 

GTT GTG TTC GAT ATT TTT ACT GGG AAG GGT CAG GAT ATG GTG TTT ACG 390 
Val Val Phe Asp He Phe Thr Gly Lys Gly Gin Asp Met Val Phe Thr 

HO ~ H5 120 

GTT TAT GGT GAG CAT TGG AGG AAG ATG AGG AGG ATC ATG ACC GTA CCC 4 3S 
Val Tyr Gly Glu His Trp Arg Lys Met Arg Arg He Met Thr Val Pro 
125 130 135 

TTT TTC ACC AAC AAA GTT GTT CAG CAA TAC AGG TAT GGG TGG GAG GCT 4 86 
Phe Phe Thr Asn Lys Val Val Gin Gin Tyr Arg Tyr Gly Trp Glu Ala 
140 145 150 

GAG GCC GCG GCG GTT GTG GAC GAT GTG AAG AAG AAT CCG GCT GCA GCA 534 
Glu Ala Ala Ala Val Val Asp Asp Val Lys Lys Asn Pro Ala Ala Ala 
155 160 165 

ACT GAA GGA ATC GTG ATC CGA AGA CGG TTA CAA CTC ATG ATG TAT AAC 582 
Thr Glu Gly He Val He Arg Arg Arg Leu Gin Leu Met Met Tyr Asn 
170 , 175 180 

AAC ATG TTC AGA ATC ATG TTC GAC AGA CGA TTC GAA AGT GAA GAT GAT 630 
Asn Met Phe Arg He Met Phe Asp Arg Arg Phe Glu Ser Glu Asp Asp 
185 190 195 200 
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CCC TTG TTT TTG AAA CTC AAG GCG TTG AAC GGT GAG AGG AGT CGA TTG 67 8 
Pro Leu Phe. Leu Lys Leu Lys Ala Leu Asn Gly Glu Arg Ser Arg Leu 
205 210 215 

GCG CAG AGC TTT GAG TAC AAC TAT GGC GAT TTC ATC CCT ATT TTG CGG 72 6 
Ala Gin Ser Phe Glu Tyr Asn Tyr Gly Asp Phe lie Pro lie Leu Arg 
220 225 230 

CCG TTT TTG AGA AAT TAT TTG AAG TTG TGC AAG GAA GTT AAA GAT AAA. 774 
Pro Phe Leu Arg Asn Tyr Leu Lys Leu Cys Lys Glu Val Lys Asp Lys 
235 240 245 

AGG ATT CAG CTC TTC AAG GAT TAC TTC GTT GAC GAA AGG AAG AAG ATT 822 
Arg lie Gin Leu Phe Lys Asp Tyr Phe Val Asp Glu Arg Lys Lys lie 
250 255 260 

GGA AGC ACT AAG AAA ATG GAC AAC AAT CAG TTG AAA TGT GCC ATT GAT 87 0 
Gly Ser Thr Lys Lys Met Asp Asn Asn Gin Leu Lys Cys Ala lie Asp 
265 270 275 280 

CAC ATT CTT GAA GCT AAA GAG AAG GGT GAG ATC AAT GAA GAC AAT GTT ..918 
His lie Leu Glu Ala Lys Glu Lys Gly Glu lie Asn Glu Asp Asn Val 
285 290 295 ~ 

CTT TAC ATT GTT GAA AAC ATC AAT GTT GCA GCA ATC GAG ACA ACT CTA 966 
Leu Tyr lie Val Glu Asn lie Asn Val Ala Ala lie Glu Thr Thr Leu 
300 305 310 

TGG TCG ATC GAA TGG GGA ATT GCG GAG CTA GTT AAC CAT CCC GAG ATC 1014 
Trp Ser lie Glu Trp Gly lie Ala Glu Leu Val Asn His Pro Glu lie 
315 " 320 325 

CAA GCC AAA CTC AGG CAC GAG CTC GAC ACC AAG CTC GGG CCC GGT GTC 1062 
Gin Ala Lys Leu Arg His Glu Leu Asp Thr Lys Leu Gly Pro Gly val 
330 335 340 

CAG ATC ACC GAG CCC GAC GTC CAA AAC CTC CCT TAC CTC CAA GCC GTG 1110 
Gin lie Thr Glu Pro Asp Val Gin Asn Leu Pro Tyr Leu Gin Ala Val 
345 350 355 360 

GTC AAG GAA ACC CTC CGT CTC CGT ATG GCG ATC CCG CTT CTA GTC CCA 1158 
Val Lys Glu Thr Leu Arg Leu Arg Met Ala lie Pro Leu Leu Val Pro 
365 * 370 375 

CAC ATG AAC CTC CAT GAC GCT AAG CTC GGC GGG TTT GAC ATC CCG GCC 1206 
His Met Asn Leu His Asp Ala Lys Leu Gly Gly Phe Asp He Pro Ala 
380 385 390 

GAA AGC AAG ATC TTG GTC AAC GCG TGG TGG TTA GCA AAC AAC CCC GAC 1254 
Glu Ser Lys He Leu Val Asn Ala Trp Trp Leu Ala Asn Asn Pro Asp 
395 400 405 

CAA TGG AAG AAA CCC GAG GAG TTT AGG CCA GAG AGG TTT TTG GAA GAG 13 02 
Gin Trp Lys Lys Pro Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Leu Glu Glu 
410 415 420 
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GAA GCG AAG GTT GAG GCT AAC GGG AAT GAT TTT AGG TAC TTG CCG TTT 1350 
Glu Ala Lys Val Glu Ala Asn Gly Asn Asp Phe Arg Tyr Leu Pro Phe 
425 430 435 440 

GGA GTC GGG AGA AGG AGT TGC CCC GGG ATT ATT CTT GCA TTG CCG ATA 13 98 
Gly Val Gly Arg Arg Ser Cys Pro Gly lie He Leu Ala Leu Pro lie 
445 450 455 

CTT GGT ATT ACA ATC GGG CGT TTG GTG CAG AAT TTC GAG CTG TTG CCT 14 4 6 
Leu Gly He Thr He Gly Arg Leu Val Gin Asn Phe Glu Leu Leu Pro 
460 465 470 

CCA CCG GGA CAG TCT AAG ATC GAT ACC GAT GAG AAG GGT GGG CAG TTT 149 4 
Pro Pro Gly Gin Ser Lys lie Asp Thr Asp Glu Lys Gly Gly Gin Phe 
475 480 485 

AGT TTG CAT ATC TTG AAG CAC TCT ACT ATC GTA GCT AAA CCT AGG TCA 154 2 
Ser Leu His lie Leu Lys His Ser Thr lie Val Ala Lys Pro Arg Ser 
490 495 500 

TTT TAAGGATTCT TGTTTATGTT CTTTATTGTA TGATAAACCA AGGGGGGGGG 1595 

Phe . 

505 

GAAAAAAAAA AAA 1608 
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CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1735 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) .CONFIGURATION: lineaire 

TYPE DE MOLECULE: ADNc 
ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Arabidopsis thaliana 

(B) SOUCHE: Landsberg erecta 

(D) STADE DE DEVELOPPEMENT : jeune plantule, stade deux 
feuilles 

CARACTERISTIQUES: 

(A) EMPLACEMENT: 1. .48, bordure 5 1 non-codante 

(B) EMPLACEMENT: 49.. 1566, region codante sur le brin 
presente 

(C) EMPLACEMENT: 1567.. 1735, bordure 3' non-codante 
PROPRIETES: 

ADNc codant pour un cytochrome P4 50 vegetal, la 
cinnamate 4-hydroxylase (CA4H) , E.c". 1.14.13.L 



FIGURE 12A 
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DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CAGTGTGAGT AATTTAGAAA CAATATCATT GCGGATACAC AAACTATA ATG GAC CTC 57 

Met Asp Leu 
1 

CTC TTG CTG GAG AAG TCT CTA ATC GCC GTC TTC GTG GCG GTG ATT CTC 105 
Leu Leu Leu Glu Lys Ser Leu lie Ala Val Phe Val Ala Val lie Leu 
5 " 10 15 

GCC ACG GTG ATT TCA AAG CTC CGC GGC AAG AAA TTG AAG CTA CCT CCA 15 3 
Ala Thr Val lie Ser Lys Leu Arg Gly Lys Lys Leu Lys Leu Pro Pro 
20 25 30 35 

GGT CCT ATA CCA ATT CCG ATC TTC GGA AAC TGG CTT CAA GTA GGA GAT 201 
Gly Pro lie Pro lie Pro lie Phe Gly Asn Trp Leu Gin Val Gly Asp 

40 45 50 

GAC CTC AAC CAC CGT AAT CTC GTC GAT TAC GCT AAG AAA TTC GGC GAT 24 9 
Asp Leu Asn His Arg Asn Leu Val Asp Tyr Ala Lys Lys Phe Gly Asp 

55 60 65 * 

CTC TTC CTC CTC CGT ATG GGT CAG CGT AAC CTA GTC GTC GTC TCT TCA 297 
Leu Phe Leu Leu Arg Met Gly Gin Arg Asn Leu Val Val Val Ser Ser 
70 75 80 

CCG GAT CTA ACC AAG GAA GTG CTC CAC ACA CAA GGC GTT GAG TTT GGA 34 5 
Pro Asp Leu Thr Lys Glu Val Leu His Thr Gin Gly Val Glu Phe Gly 
85 90 95 

TCT AGA ACG AGA AAC GTC GTG TTC GAC ATT TTC ACC GGG AAA GGT CAA 393 
Ser Arg Thr Arg Asn Val Val Phe Asp lie Phe Thr Gly Lys Gly Gin 
100 105 110 115 

GAT ATG GTG TTC ACT GTT TAC GGC GAG CAT TGG AGG AAG ATG AGA AGA 441 
Asp Met val Phe Thr Val Tyr Gly. Glu His Trp Arg Lys Met Arg Arg 
120 125 . 130 

ATC ATG ACG GTT CCT TTC TTC ACC AAC AAA GTT GTT CAA CAG AAT CGT 489 
lie* Met Thr Val Pro Phe Phe Thr Asn Lys Val Val Gin Gin Asn Arg 
135 140 145 

GAA GGT TGG GAG TTT GAA GCA GCT AGT GTT GTT GAA GAT GTT AAG AAG 537 
Glu Gly Trp Glu Phe Glu Ala Ala Ser Val Val Glu Asp Val Lys Lys 
150 155 160 

AAT CCA GAT TCT GCT ACG AAA GGA ATC GTG TTG AGG AAA CGT TTG CAA 585 
Asn Pro Asp Ser Ala Thr Lys Gly He Val Leu Arg Lys Arg Leu Gin 
165 170 175 

TTG ATG ATG TAT AAC AAT ATG TTC CGT ATC ATG TTC GAT AGA AGA. TTT 63 3 
Leu Met Met Tyr Asn Asn Met Phe Arg He Met Phe Asp Arg Arg Phe 
180 185 190 195 



FIGURE 12B 
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GAG AGT GAG GAT AGT CCT CTT. TTC CTT AGG CTT AAG GCT TTG AAT GGT 681 
Glu Ser Glu Asp Ser Pro Leu Phe Leu Arg Leu Lys Ala Leu Asn Gly 
200 205 210 

GAG AGA AGT CGA TTA GCT CAG AGC TTT GAG TAT AAC TAT GGA GAT TTC 7 29 
Glu Arg Ser Arg Leu Ala Gin Ser Phe Glu Tyr Asn Tyr Gly Asp Phe 
215 220 ■ 225 

ATT CCT ATC CTT AGA CCA TTC CTC AGA GGC TAT TTG AAG ATT TGT CAA 777 
lie Pro lie Leu Arg Pro Phe Leu Arg Gly Tyr Leu Lys lie Cys Gin 
230 235 240 

GAT GTG AAA GAT CGA AGA ATC GCT CTT TTC AAG AAG TAC TTT GTT GAT 825 
Asp Val Lys Asp Arg Arg lie Ala Leu Phe Lys Lys Tyr Phe Val Asp 
245 * 250 255 

GAG AGG AAG CAA ATT GCG AGT TCT AAG CCT ACA GGT AGT GAA GGA TTG 87 3 
Glu Arg Lys Gin lie Ala Ser Ser Lys Pro Thr Gly Ser Glu Gly Leu 
260 265 270 275 

AAA TGT GCC ATT GAT CAC ATC CTT GAA GCT GAG CAG AAG GGA GAA ATC ^921 
Lys Cys Ala He Asp His He Leu Glu Ala Glu Gin Lys Gly Glu He : 
280 285 290 

AAC GAG GAC AAT GTT CTT TAC ATC GTC GAG AAC ATC AAT GTC GCC GCG 969 
Asn Glu Asp Asn Val Leu Tyr He Val Glu Asn He Asn Val Ala Ala 
295 300 305 

ATT GAG ACA ACA TTG TGG TCT ATC GAG TGG GGA ATT GCA GAG CTA GTG 1017 
He Glu Thr Thr Leu Trp Ser He Glu Trp Gly He Ala Glu Leu Val 
310 315 320 

AAC CAT CCT GAA ATC CAG AGT AAG CTA AGG AAC GAA CTC GAC ACG GTT 1065 
Asn His Pro Glu tie Gin Ser Lys Leu. Arg Asn Glu Leu Asp Thr Val 
325 330 335 

CTT GGA CCG GGT GTG CAA GTC ACC GAG CCT GAT CTT CAC AAA CTT CCA 1113 
Leu Gly Pro Gly Val Gin Val Thr Glu Pro Asp Leu His Lys Leu Pro 
340 345 350 355 

TAC CTT CAA GCT GTG GTT AAG GAG ACT CTT CGT CTG AGA ATG GCG ATT 1161 
Tyr -Leu Gin Ala Val Val Lys Glu Thr Leu Arg Leu Arg Met Ala He 
360 365 370 

CCT CTC CTC GTG CCT CAC ATG AAC CTC CAT GAT GCG AAG CTC GCT GGC 1209 
Pro Leu Leu Val Pro His Met Asn Leu His Asp Ala Lys Leu Ala Gly 
375 380 385 

TAC GAT ATC CCA GCA GAA AGC AAA ATC CTT GTT AAT GCT TGG TGG CTA 1257 
Tyr Asp He Pro Ala Glu Ser Lys He Leii Val Asn Ala Trp Trp Leu 
390 395 400 

GCA AAC AAC CCC AAC AGC TGG AAG AAG CCT GAA GAG TTT AGA CCA GAG 1305 
Ala Asn Asn Pro Ash Ser Trp Lys Lys Pro Glu Glu Phe Arg Pro Glu 
405 410 415 

FIGURE 12C 
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AGG TTC TTT GAA GAA GAA TCG CAC GTG GAA GCT AAC GGA AAT GAC TTC 13 53 
Arg Phe Phe Glu Glu Glu Ser His Val Glu Ala Asn Gly Asn Asp Phe 
420 425 430 435 

AGG TAT GTG CCG TTT GGT GTT GGA CGT AGA AGC TGT CCC GGG ATT ATA 14 01 
Arg Tyr Val Pro Phe Gly Val Gly Arg Arg Ser Cys Pro Gly He He 
440 445 450 

TTG GCA TTA CCT ATT TTG. GGG ATC , ACC ATT GGT AGG ATG GTC CAG AAC 144 9 
Leu. Ala Leu Pro He Leu Gly He Thr He Gly Arg Met Val Gin Asn 
455 460 465 

TTC GAG CTT CTT CCT CCT CCA GGA CAG TCT AAA GTG GAT ACT AGT GAG 14 97 
Phe Glu Leu Leu Pro Pro Pro Gly Gin Ser Lys Val Asp Thr Ser Giu 
470 475 480 

AAA GGT GGA CAA TTC AGC TTG CAC ATC CTT AAC CAC TCC ATA ATC GTT 1545 
Lys Gly Gly Gin Phe Ser Leu His He Leu Asn His Ser He He Val 
485 490 495 

ATG AAA CCA AGG AAC TGT* TAAACTTTCT GCACAAAAAA AGGATGAAGA 1593 
Met Lys Pro Arg Asn Cys 
500 " 505 

TGACTTTATA AATGTTTGTG AAATCTGTTG AAATATTCCC TTGTTTTGCT 1653 
TTTGTGAGAT GTTTTTGTGT AAAATGTCTT TAAATGGTTG TTCTACGATT 1713 
G C AAT AAT AA TTAGTGGTGC TC A T T CTT AA AAAAAAAAAA AA 1735 



FIGURE 12D 
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